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Badania, ktorych wyniki przedstawiono w niniejszej rozprawie, zostaly sfinansowane ze

srodkow przyznanych przez Narodowe Centrum Nauki na projekt:

* ,,Rola wzajemnych zaleznos$ci migdzy TET3 i O-GIcNAc transferazag w progresji
nowotworow” (UMO-2015/19/N/NZ3/01311), Preludium 10, 2016 - 2020,
150000,00 PLN;

we wsparciu finansowym Ministerstwa Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego przyznanym przez
Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Lodzkiego w ramach dotacji na
dziatalnos$¢ polegajaca na prowadzeniu badan naukowych lub prac rozwojowych oraz zadan
z nimi zwigzanych stuzacych rozwojowi mlodych naukowcow oraz uczestnikow studidw

doktoranckich na projekty:

s ,,Wplyw zmniejszonej i zwickszonej ekspresji TET3 na ekspresje genow
zaangazowanych w metastaz¢ komoérek raka endometrium”. Dotacja celowa dla
mtodych naukowcédw oraz uczestnikow studiéw doktoranckich w 2018 r., kod

projektu B1811000001805.02, 6842,00 PLN;

% ,,Wplyw zmienionej ekspresji TET3 na ekspresje¢ i lokalizacj¢ OGT oraz na ekspresje
genéw zaangazowanych w proliferacj¢ 1 rdéznicowanie komorek raka piersi
I endometrium”. Dotacja celowa dla mtodych naukowcow oraz uczestnikow studiow
doktoranckich w 2017 r., kod projektu B1711000001520.02, 6306,00 PLN;

* ,,Wplyw wyciszenia genu OGT na ekspresje, lokalizacje 1 modyfikacje TET1
i TET3”. Dotacja celowa dla mlodych naukowcow oraz uczestnikow studiow

doktoranckich w 2016 r., kod projektu B1611000001172.02, 7214,00 PLN.
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1. Wykaz skrotow

14-3-3p

2-HG
2-KG
3’UTR

5-caC
5-fC

5-hmU

AID/APOBEC

AML
AMPK

AT
ATCC
ATM
ATR
BER
BRN2
CDK5
ChlIP-Seq
DLBCL

DNMT1
DNMT3a

DNMT3b
Drpl
DSBH
ECACC
EMT

ESCs

Biatko nalezace do =zachowanej ewolucyjnie rodziny czastek
regulatorowych, ktore ulegajg ekspresji we wszystkich komorkach
eukariotycznych

2-hydroksyglutaran

2-ketoglutaran

Niepodlegajaca translacji cz¢§¢ mRNA potozona w kierunku 3’ od
sekwencji kodujacej (ang. 3’ untranslated region)
5-karboksylocytozyna (ang. 5-carboxylcytosine)

5-formylocytozyna (ang. 5-formylcytosine)

5-hydroksymetylouracyl (ang. 5-hydroxymethyluracil)

Rodzina biatek deaminaz DNA; kompleks biatkowy o aktywnosci
enzymatycznej, powodujacy deaminacj¢ cytydyny (ang. activation
induced deaminase and apolipoprotein B RNA editing catalytic
component)

Ostra biataczka szpikowa (ang. acute myeloid leukemia)

Kinaza aktywowana przez AMP (ang. 5’adenosine monophosphate-
activated protein kinase)

Ataksja teleangiektazja (ang. Ataxia telangiectasia)

American Type Culture Collection

Kinaza biatkowa (ang. Ataxia telangiectasia mutated)

Kinaza biatkowa (ang. Ataxia telangiectasia and Rad3 related)

System naprawy DNA przez wycinanie zasad (ang. base excision
repair)

Czynnik transkrypcyjny odgrywajacy wazna rol¢ w procesie
neurogenezy (ang. tissue-restricted POU domain transcription factor)
Cyklinozalezna kinaza 5(ang. Cyclin-dependent kinase 5)
Immunoprecypitacja chromatyny w potaczeniu z jednoczesnym
sekwencjonowaniem DNA (ang. chromatin immunoprecipitation
sequencing)

Chloniak rozlany z duzych komoérek B (ang. diffuse large B-cell
lymphoma)

DNA-metylotransferaza 1 (ang. DNA (cytosine-5)-methyltransferase 1)
DNA-metylotransferaza 3a (ang. DNA (cytosine-5)-methyltransferase
3a)

DNA-metylotransferaza 1 (ang. DNA (cytosine-5)-methyltransferase
3b)

Biatko podobne do dynaminy 1 o wlasciwosci GTPazy (ang. dynamin
related protein 1)

Domena katalityczna biatek TET, majaca zdolnos¢ do wigzania jonéw
metali  (ang.  double-stranded  B-helix-2-KG-Fe(ll)-dependent
dioxygenase domain)

European Collection of Authenticated Cell Cultures
Przejscie  epitelialno-mezenchymalne  (EMT, ang.
mesenchymal transition)

Embrionalne komoérki macierzyste (ang. embryonic stem cells)

epithelial-



EZH2

FH
FL
FOX

GH84

GIcNAcC
GSC
HAT
HBP
HDAC
HK
hMOF

IDH
LSD1
LIG3
MBD4

MDS
MeCP2

mESC
MGEAS
MLL
MLS
mOGT

MPN
NAD

NADPH
ncOGT

NEIL
NLS
OGA
OGA-L
OGA-S

OGT
p300
PARP1

Sktadnik kompleksu PRC2 u cztowieka; metylotransferaza histonowa
(ang. enhancer of zeste homolog 2)

Fumaraza (ang. fumaran hydratase)

Chtoniak grudkowy (ang. follicular lymphoma)

Rodzina czynnikow transkrypcyjnych (ang. Forkhead transcription
factors)

Domena o aktywnosci N-acetyloglukozaminidazy (ang. glycoside
hydrolase family 84)

B-N-acetylo-D-glukozamina (ang. N-acetylglucosamine)

Komorki macierzyste glejaka (ang. glioblastoma stem cells)
Acetylotransferaza histonowa (ang. histone acetyltransferase)

Szlak biosyntezy heksozamin (ang. hexosamine biosynthesis pathway)
Deacetylaza histonowa (ang. histone deacetylase)

Heksokinaza (ang. hexokinase)

Acetylotransferaza histonowa, specyficzna dla lizyny 16 na histonie H4
(ang. histone H4 lysine K16-specific acetyltransferase)

Dehydrogenaza izocytrynianowa (ang. isocitrate dehydrogenase)
Lizyno-specyficzna demetylaza 1 (ang. lysine-specific Demethylase 1)
Ligaza DNA (ang. DNA ligase 3)

Biatko wigzace zmetylowane dinukleotydy CpG (ang. methyl-CpG
binding domain protein 4)

Zespot mielodysplastyczny (ang. myelodysplastic syndrome)

Bialko wigzace zmetylowane dinukleotydy CpG 2 (ang. methyl CpG
binding protein 2)

Mysie embrionalne komoérki macierzyste (ang. mouse embryonic stem
cells)

Gen kodujacy B-N-acetylo-D-glukozaminidazg (ang. meningioma
expressed antigen 5)

Biatko fuzyjne, ktérego mutacje obserwowane sa w biataczkach (ang.
Mixed lineage leukemia)

Sekwencja lokalizacji  mitochondrialnej (ang.  mitochondrial
localization sequence)

Mitochondrialna izoforma O-GIcNAc transferazy (ang. mitochondrial
OGT)

Nowotwory mieloproliferacyjne (ang. myeloproliferative neoplasms)
Forma utleniona dinukleotydu nikotynamidoadeninowego (ang.
nicotinamide adenine dinucleotide)

Dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy (ang nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate)

Dhuga izoforma O-GlcNAc transferazy majaca lokalizacje jadrowo-
cytoplazmatyczng (ang. nucleocytoplasmic OGT)

Glikozylaza DNA (ang. nei endonuclease V1lI-like)

Sekwencja lokalizacji jadrowej (ang. nuclear localization sequence)
-N-acetylo-D-glukozaminidaza (ang. O-GIcNAcase)

Dtluga izoforma 3-N-acetylo-D-glukozaminidazy (ang. OGA long form)
Krotka izoforma B-N-acetylo-D-glukozaminidazy (ang. OGA short
form)

O-GIcNAc transferaza (ang. O-linked N-acetylglucosamine transferase)
Acetylotransferaza histonowa

Polimeraza poli-ADP-rybozy (ang. poly (ADP-ribose) polymerase 1)



Pax7

PCNA

PFK1
PKM1

PKM2

PPP
PRC2

Sin3A

SIRT1
SLUG1

sOGT
TDG

TET
TPR
TWIST1

TWIST2
UHRF1

VIM

XRCC1

ZEB1

ZEB2

Gen kodujacy czynnik transkrypcyjny, odgrywajacy wazng role w
czasie miogenezy

Jadrowy antigen dzielgcej si¢ komorki (ang. proliferating cell nuclear
antygen)

Fosfofruktokinaza 1 (ang. phosphofructokinase 1)

Izoforma M1 kinazy pirogronianowej; charakterystyczna dla komorek
prawidtowych (ang. pyruvate kinase isoform M1)

Izoforma M2 kinazy pirogronianowej; charakterystyczna dla komoérek
nowotworowych (ang. pyruvate kinase isoform M2)

Szlak pentozofosforanowy (ang. pentose phosphate pathway)
Kompleks represyjny Polycomb 2 (ang. Polycomb repressive
complexes 2)

Czynnik transkrypcyjny (ang. Sin3 transcription regulator family
member A)

NAD-zalezna deacetylaza sirtuina 1 (ang Sirtuin 1)

Glikozylaza uracyl-DNA (ang. singlem strand selective monofunctional
uracil DNA glycosylase)

Kroétka izoforma O-GICNACc transferazy (ang. short OGT)

Glikozylaza tymina-DNA (ang. mismatch specific thymine DNA
glycosylase)

Biatko katalizujace hydroksylacje 5-metylocytozyny (ang. ten-eleven
translocation)

Tandemowo ulozone powtdrzenia peptydowe (ang. tetratricopeptide
repeats)

Gen kodujacy biatko TWIST1 (ang. Twist-related protein 1)

Gen kodujacy biatko TWIST2 (ang. Twist-related protein 2)

Biatko podobne do ubikwityny, zawierajacy domeny palcowe PHD i
RING, 1 (ang. ubiquitin-like, containing PHD and RING finger domains
1)

Gen kodujacy wimentyne (ang. Vmentine)

Biatko bioragce udzial w naprawie DNA, tworzy kompleks z LIGG3
(ang. X-ray repair cross-complementing protein 1)

Gen kodujacy biatko ZEBI (ang. Zinc Finger E-Box Binding
Homeobox 1)

Gen kodujacy biatko ZEB2 (ang. Zinc Finger E-Box Binding
Homeobox 2)



2. Wstep

Jednym z podstawowych sposobdw epigenetycznej regulacji ekspresji genow jest metylacja
cytozyny w DNA. Metylacja cytozyny w tancuchu DNA zachodzi, gdy znajduje si¢ ona
w sasiedztwie guaniny (dinukleotydy CpG). Dinukleotydy CpG mogg by¢ rozproszone
w genomie lub wystepowaé w skupiskach w postaci tzw. wysp CpG. Metylacja wysp CpG
zlokalizowanych w regionach promotorowych genoéw jest odpowiedzialna za wyciszanie
ekspresji genow [Ooi i wsp. 2009, Sarkies i Sale 2012]. Wyniki wielu badan wykazaty, ze
komorki nowotworowe charakteryzuja si¢ znacznymi zmianami we wzorze metylacji DNA
w poréwnaniu z komoérkami prawidtowymi. W komorkach nowotworowych obserwuje si¢
globalng hipometylacje genomu przy jednoczesnym zwigkszeniu poziomu metylacji
(hipermetylacji) wysp CpG w sekwencjach promotorowych okre§lonych genow. Globalna
hipometylacja moze prowadzi¢ do aktywacji protoonkogendw oraz zmniejszenia stabilnosci
genomu poprzez wzrost aktywacji transpozondw, ktére normalnie s3 wyciszone przez
metylacj¢. Z kolei hipermetylacja wysp CpG w regionach promotorowych genow
supresorowych oraz gendéw naprawy DNA przyczynia si¢ do nowotworzenia wskutek
zahamowania ekspresji tych genow [Dawson i wsp. 2012, Suva i wsp. 2013]. Znaczacg role
w zmianach wzoru metylacji DNA, poprzez udziat w demetylacji DNA, odgrywaja
stosunkowo niedawno poznane biatka TET. U czlowieka zidentyfikowano trzy biatka TET
okreslone, jako TET1, TET2 i TET3, ktore katalizujg konwersje 5-metylocytozyny (5-mC)
do 5-hydroksymetylocytozyny (5-hmC) oraz dalej do 5-formylocytozyny (5-fC)
I 5- karboksycytozyny (5-caC), co zapoczatkowuje proces demetylacji DNA. Demetylacja
DNA moze by¢ procesem pasywnym lub aktywnym. W obu przypadkach biatka TET
odgrywaja znaczaca role [Guo i wsp. 2011, Ito i wsp. 2011, Kroeze i wsp. 2015]. Oprocz
udziatlu w demetylacji DNA, bialka TET moga wptywa¢ na modyfikacje epigenetyczne
niezaleznie od swojej aktywnosci enzymatycznej przez interakcje z innymi biatkami
zaangazowanymi w modyfikacje chromatyny, np. OGT [Chen i wsp. 2013, Ito i wsp. 2014,
Zhang i wsp. 2014].

OGT jest enzymem odpowiadajacym za modyfikacje bialek komorkowych przez
przytaczenie pojedynczych reszt N-acetyloglukozaminy wigzaniem O-glikozydowym do
reszt seryny lub treoniny bialka. Ta dynamiczna modyfikacja wptywa na aktywnos¢,
stabilizacj¢ 1 lokalizacje szeregu bialek m.in. enzymoé6w metabolicznych, kinaz, fosfataz,
czynnikéw transkrypcyjnych i wielu innych [Hart i wsp. 2011]. Zwigkszenie ekspresji OGT

I hiper-O-GlcNAcylacja sa cechami charakterystycznymi wigkszo$ci nowotworow [De



Queiroz i wsp. 2014]. Ostatnie badania wskazaty, ze O-GlcNAcylacja moze stanowié
element kodu histonowego. OGT modyfikuje histony H2A, H2B, H3 i H4 przez co wplywa
na transkrypcje genow i progresje cyklu komoérkowego [Sakabe i wsp. 2010].

Obecnie nie ulega watpliwosci, ze w powstawaniu 1 progresji nowotworow istotng role
odgrywaja czynniki epigenetyczne. Zmiany metylacji DNA czy modyfikacji histondw moga
prowadzi¢ do wyciszenia genow zaangazowanych w regulacje cyklu komoérkowego,
apoptoze 1 naprawg¢ DNA, a takze prowadzi¢ do angiogenezy i przerzutowania. Z tego
wzgledu poznanie mechanizmoéw zwigzanych z utrzymaniem prawidlowego wzoru
modyfikacji epigenetycznych moze mie¢ ogromne znaczenie dla lepszego zrozumienia
procesoOw transformacji nowotworowej i w konsekwencji przyczyni¢ si¢ do opracowania

nowych metod w diagnostyce 1 terapii nowotworow.
3. Dioksygenazy TET

U cztowieka zidentyfikowano trzy biatka TET (ang. ten-eleven translocation), okre§lone
jako TET1, TET2 i TET3. Sa to duze biatka o wielkosci ok. 182-235 kDa. Wszystkie biatka
TET sa dioksygenazami, a ich gtowna aktywno$¢ enzymatyczna polega na hydroksylacji
5-metylocytozyny do 5-hydroksymetylocytozyny oraz dalej do 5-formylocytozyny (5-fC)
I 5-karboksycytozyny (5-caC) [Liu i wsp. 2019]. Mechanizm ten zostanie doktadniej

opisany w kolejnych rozdziatach.

Biatka TET kodowane sa przez trzy rozne geny. Gen TET1 zlokalizowany jest
W chromosomie 10 (10g21.3), sktada si¢ z dwunastu eksonow i koduje biatko zawierajace
2136 reszt aminokwasowych [Abdel-Wahab i wsp. 2009]. Gen TET2 znajduje si¢
W chromosomie 4 (4q24) 1 sktada si¢ z 11 eksonow. W procesie alternatywnego sktadania
mRNA powstaja trzy izoformy biatka TET2, zawierajace 2002, 1164 lub 1194 reszt
aminokwasowych. Tylko najdtuzsza izoforma TET2 zawiera C-koncowa domeng
katalityczng. Wszystkie trzy izoformy TET2 charakteryzujg si¢ swoista tkankowo ekspresja.
W wigkszosci typow tkanek najmniejsza ekspresje wykazuje izoforma 3 (1194
aminokwasOw), natomiast dwie pozostate ulegaja ekspresji na podobnym poziomie.
Szczegodlnie duza ekspresje izoform zawierajacych 2002 i 1164 reszt aminokwasowych
obserwuje si¢ w komoérkach hematopoetycznych [Jankowska 1 wsp. 2009, Langemeijer
i wsp. 2009]. Gen TET3 umiejscowiony jest w chromosomie 2 (2p13.1) i podobnie jak
w przypadku TET2 zidentyfikowano trzy izoformy biatka TET3, zawierajace 1660, 1440
lub 728 reszt aminokwasowych [Mohr i wsp. 2011].



Biatka TET moga przeksztatca¢ 5-hmC dalej do 5-formylocytozyny i 5-karboksycytozyny,
aczkolwiek ilo§¢ w genomie tak zmodyfikowanych cytozyn jest okoto stukrotnie mniejsza
niz 5-hmC. Niemniej jednak, zaréwno 5-fC, jak i 5-caC, odgrywajg wazng role
w demetylacji DNA begdac swoistymi substratami glikozylazy TDG. Inne glikozylazy nie
wykazujg zdolnosci do wycinania tych pochodnych cytozyny [Ito i wsp. 2011, Maiti i Drohat
2011]. Mimo ze glikozylaza TDG moze wycina¢ z DNA pochodne 5-hmC (5-hmU, 5-fC
i 5-caC), to nie wykazuje aktywnosci wzgledem par 5-hmC:G. Wskazuje to na istotny udziat
procesu deaminacji, ktory poprzedza wycinanie bt¢gdnie sparowanych zasad, w systemie
naprawy DNA typu BER [He i wsp. 2011, Maiti i Drohat 2011].

Zawarto$¢ 5-hmC w organizmie cztowieka jest rozna w zaleznosci od rodzaju tkanki oraz
etapu rozwoju organizmu — dla porownania ilos¢ 5-mC jest bardzo podobna w réznych
tkankach i dotyczy okoto 5% wszystkich cytozyn. Najwicksza ilos¢ 5-hmC wystepuje
w embrionalnych komorkach macierzystych (ESCs, ang. embryonic stem cells) oraz
w osrodkowym uktadzie nerwowym [Globisch i wsp. 2010, Ito i wsp. 2010]. Tkanki, takie
jak watroba, jelito grube, nerki, czy odbytnica charakteryzuja si¢ umiarkowang zawarto$cia
5-hmC. Natomiast najmniej 5-hmC wykryto w sercu, ptucach, tozysku i piersiach [Li i Liu
2011].

Zawarto$¢ 5-hmC rézni si¢ rowniez na poziomie samego DNA. Najwickszg ilos¢ tej
zmodyfikowanej cytozyny obserwuje si¢ glownie w obrebie eksondéw i wysp CpG
znajdujacych si¢ wewnatrz genow. Z kolei najmniejsza iloscia mamy do czynienia
w regionach intronowych wystepujacych w promotorach genéw [Booth i wsp. 2012].
W przypadku mysich embrionalnych komoérek macierzystych zaobserwowano, ze 5-hmC
jest umiejscowiona gldwnie w luzno upakowanej, aktywnej chromatynie, co sugeruje si¢, ze
5-hmC odgrywa istotng rol¢ w regulacji ekspresji i1 aktywnosci gendéw zwigzanych
z pluripotencja komoérek ESC oraz w zmianach epigenetycznych w nich zachodzacych [Ficz
I wsp. 2011, Xu i wsp. 2011b]. Roznice w poziomie 5-hmC, spowodowane zmianami
w poziomie ekspresji genéw TET, najprawdopodobniej przyczyniaja si¢ do regulacji
okreslonych genéw na danych etapach rozwoju embrionalnego [Igbal i wsp. 2011, Wossidlo
I wsp. 2011].

3.1.  Struktura bialek TET i czynniki wplywajace na ich aktywnos$¢

W strukturze bialek TET znajduja si¢ trzy miejsca wigzace jony zelaza-(Il) oraz jedno

miejsce pozwalajace na zwigzanie 2-KG. Region odpowiedzialny za aktywnos¢ katalityczng



znajduje si¢ na C-koncu biatek TET. Sktada si¢ zdwoch domen: bogatej w reszty cysteinowe
(Cys-rich domain) oraz domeny DSBH (ang. double-stranded p-helix-2-KG-Fe(ll)-
dependent dioxygenase domain), ktora oprocz wilasciwosci katalitycznych moze réwniez
wigza¢ jony metali. Biatko TET1 jako jedyne posiada w swojej strukturze trzy sekwencje
lokalizacji jadrowej (ang. NLS, nuclear localization sequence) [Tahiliani i wsp. 2009]. Na
N-koncu biatek TET1 i TET3 znajduje si¢ domena CXXC, o strukturze palca cynkowego,
zdolna do wigzania zarowno niezmodyfikowanych, jak 1 metylowanych lub
hydroksymetylowanych cytozyn, zwtaszcza znajdujacych si¢ w obregbie dinukleotydow CpG
[Zhang i wsp. 2010, Stroynowska-Czerwinska i wsp. 2018]. TET2 utracito swoja domeng
CXXC w wyniku inwersji chromosomalnej w obrebie genu TET2. Jest ona kodowana przez
osobny gen — IDAX. Domena CXXC IDAX wigze si¢ do sekwencji DNA i oddziatuje
bezposrednio z domeng katalityczng TET2, co umozliwia tej dioksygenazie potaczenie si¢
do DNA i hydroksylacje 5-mC [Ko i wsp. 2013]. Mimo odmiennosci N-koncowy fragment
biatka TET2 zdaje si¢ mie¢ duzy wplyw na stabilnos¢ tego biatka. Wyniki badan wskazuja,
ze zardbwno acetylacja lizyny 110 przez acetylotransferaz¢ p300 [Zhang i wsp. 2017], czy
fosforylacja seryny 99 przez kinaz¢ AMPK (ang. AMP-activated protein kinase) [Wu i wsp.
2018] prowadza do zwigkszenia stabilnosci biatka TET2. Mutacje dotyczace N-konca biatka
TET2 prowadzace do braku wspomnianej powyzej fosforylacji przyczyniaja si¢ do utraty
stabilnosci biatka [Chen i wsp. 2019]. Ponadto, zaobserwowano, ze biatka z rodziny 14-3-3
wigzg sie do i zabezpieczajg ufosforylowang seryng 99, a inhibicja 14-3-3 prowadzi do utraty
stabilnosci TET2. Doktadny mechanizm tego dziatania nie jest do konca poznany i wymaga

dalszych badan [Chen i wsp. 2019, Kundu i wsp. 2020].
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Rysunek 1 Struktura domenowa izoform bialek TET

Na aktywno$¢ biatek TET wptywa obecno$¢ jonow zelaza(Il) oraz 2-ketoglutaranu (2-KG).
2-K @G, bedacy substratem biatek TET, powstaje podczas cyklu kwaséw trikarboksylowych,
a wytwarzany jest przez zalezne od NADP+, homodimeryczne enzymy zwane
dehydrogenazami  izocytrynianowymi  (ang. IDHs, isocitrate  dehydrogenases).
W przemianie izocytrynianu w 2-KG uczestniczg dwie izoformy IDH - izoforma cytosolowa
(IDH1) i mitochondrialna (IDH2) [Chotirat i wsp. 2015]. W zwigzku z tym, ze na aktywnos¢
biatek TET wplywa 2-KG, sugeruje si¢, ze mutacje w genach kodujacych dehydrogenaze
izocytrynianowg mogg wplywac na zmniejszenie aktywnosci katalitycznej biatek TET, a co
za tym idzie zmniejszong konwersj¢ 5-mC do 5-hmC. Dzieje si¢ tak, poniewaz zmutowane
warianty IDH zamiast 2-KG wytwarzaja 2-hydroksyglutaran (2-HG). 2-HG wykazuje
podobienstwo strukturalne do 2-KG powodujac zahamowanie funkcji wszystkich bialtek
TET, jak réwniez innych dioksygenaz na zasadzie inhibicji kompetycyjnej [Dang i wsp.

2010, Xu i wsp. 2011a]. Wyciszenie genow kodujacych fumaraze¢ (ang. FH, fumaran

10



hydratase) i/lub dehydrogenaze bursztynianowa (ang. SDH, succinate dehydrogenase), lub
mutacje tych genéw obserwowane w nowotworach, réwniez prowadza do zahamowania
aktywno$ci katalitycznej biatek TET, a co za tym idzie obnizenia poziomu 5-hmC, poprzez
nagromadzenie w komorkach produktow posrednich cyklu Krebsa jakimi sg kwas fumarowy

I bursztynian [Xiao i wsp. 2012, Laukka i wsp. 2015].

Badania wskazuja, ze korzystny wptyw na aktywnos$¢ bialek TET moze wywolywac kwas
askorbinowy (witamina C). Oddziatuje on z C-koncowa domeng katalityczng biatek TET,
co przypuszczalnie wptywa na zmiane jej struktury, umozliwiajgc/ulatwiajgc wigzanie
jonow zelaza(Il). Nie wykazano, aby inne przeciwutleniacze wywieraly podobny wptyw na
aktywnosc¢ biatek TET, co wskazuje, ze aktywacja TET przez kwas askorbinowy nie wynika
tylko z jego funkcji jako czynnika redukujgcego [Minor i wsp. 2013, Yin i wsp. 2013].
W komorkach z wyciszong ekspresja TET1/2 obecnos¢ kwasu askorbinowego nie wptywa
ani na zwigkszenie oksydacji 5-mC, ani na og6lny poziom tej modyfikacji. Natomiast
stwierdzono, ze zmniejszenie st¢zenia kwasu askorbinowego przy prawidlowej ekspresji
genoé6w TET wptywa znaczaco na zmniejszenie st¢zenia S-hmC w plucach, watrobie i mozgu,

ale prawdopodobnie rowniez i w innych tkankach [Blaschke i wsp. 2013, Yin i wsp. 2013].

Duza role w regulacji aktywnosci bialek TET odgrywaja modyfikacje potranslacyjne,
wplywajac na wewnatrzkomoérkowa lokalizacje tych biatek, ich zdolnos¢ do wigzania si¢
z chromatyng oraz aktywno$¢ enzymatyczng. Monoubikwitynylacja bialek TET na
zachowanej ewolucyjnie reszcie lizyny wptywa na ich zdolno$¢ do wigzania si¢
z chromatyng 1 pelni kluczowa role w procesie rozwoju organizmoOw oraz procesie
nowotworzenia [Nakagawa i wsp. 2015]. Acetylacja dwdch zachowanych ewolucyjnie reszt
lizyny na N-koncu TET2 stabilizuje biatko, zwigksza jego aktywnos$¢ enzymatyczng
I utatwia jego lokalizacj¢ w chromatynie podczas stresu oksydacyjnego [Zhang i wsp. 2017].
Poli-ADP-rybozylacja domeny katalitycznej TET1 wplywa na zmniejszenie aktywnosci
enzymatycznej tego biatka [Ciccarone i wsp. 2015]. Na interakcje bialek TET z innymi
biatkami maja wplyw modyfikacje potranslacyjne. Wszystkie 3 biatka TET moga ulegac
zarowno O-GIcNAcylacji, jak i fosforylacji [Shi i wsp. 2013, Zhang i wsp. 2014, Bauer
I wsp. 2015, Jiang i wsp. 2015]. W wigkszosci przypadkéw dane reszty aminokwasowe
ulegaja albo fosforylacji, albo O-GlcNAcylacji, jednakze wystepuja rowniez takie reszty
seryny, ktore moga podlega¢ obu wspomnianym typom modyfikacji. Przyktadem moze by¢
seryna 362 (Ser263), ktéra w zaleznosci od tego, czy jest ufosoforylowana, czy

O-GlcNAcylowana moze powodowaé¢ promowanie lub hamowanie modyfikacji
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znajdujacych si¢ w poblizu reszt aminokwasowych, a co za tym idzie, moze stanowi¢ wazny

element wplywajacy na regulacje aktywnosci lub stabilnosci TET3 [Bauer i wsp. 2015].

Aktywno$¢ biatek TET zalezy rowniez od samej ich zawartosci w komorkach. Udziat
w regulacji ekspresji genow TET moze zaleze¢ od roznej ekspresji mikroRNA (miRNA),
ktorych zaburzona ekspresja jest czgsto obserwowana w przypadku nowotwordw. Istnieje
kilka miRNA, ktore majg bezposredni wplyw na poziom transkrypcji gendw TET. Mozemy
tu wyrdzni¢ m.in. miR-29, miR-26, miR-22, miR-101, miR-105, miR-125 i miR767 [Cheng
i wsp. 2013, Fu i wsp. 2013, Song i wsp. 2013b, Zhang i wsp. 2013]. Wiekszo$¢ z tych
miRNA wykazuje wplyw na ekspresj¢ wszystkich trzech genow TET, jednakze niektore
Z nich charakteryzuja si¢ specyficznym dzialaniem wzglgdem konkretnego genu TET.
Zaobserwowano, ze miR-29 wykazuje najwicksze powinowactwo do wigzania si¢
z transkryptami TET3 w ludzkich fibroblastach i1 komoérkach migéniowych naczyn
krwiono$nych [Zhang i wsp. 2013]. W liniach komérkowych czerniaka wykazano, ze miR-
767 moze dziata¢ jako regulator komérkowych poziomoéw 5-hmC poprzez oddzialywanie ze
wszystkim genami TET, jednakze preferencyjny wptyw wykazuje wzglgdem TET1 [Loriot
i wsp. 2014]. Oddziatywania migdzy miRNA a TET mogg takze wywiera¢ wptyw na proces
nowotworzenia. Przykladowo wzrost poziomu miR-22 obserwowany w przypadku raka
piersi prowadzi do spadku ekspresji genéw TET. Powoduje do wzrost poziomu metylacji
regionu promotorowego miR-200 obnizajac jego ekspresj¢. Zaobserwowano, ze
oddziatywania te wptywaja na zwiekszenie zdolno$ci komoérek nowotworowych do

przerzutowania [Song i wsp. 2013a, Song i wsp. 2013b].
3.2. Bialka TET a proces demetylacji DNA
3.2.1 Demetylacja aktywna

Biatka TET biora udziat zar6wno w demetylacji DNA aktywnej, jak i pasywnej. Aktywna
demetylacja DNA z udzialem biatek TET jest procesem kilkuetapowym 1 przebiega
niezaleznie od replikacji. W pierwszym etapie 5-mC i 5-hmC ulegaja deaminacji przez
biatka z rodziny AID/APOBEC (ang. activation induced deaminase and apolipoprotein B
RNA editing catalytic component) odpowiednio do tyminy i 5-hydroksymetylouracylu
(5-hmU) [Guo i wsp. 2011, Nabel i wsp. 2012]. Nadekspresja genu kodujacego biatko
AID/APOBEC prowadzi do wzrostu poziomy 5-hmU poprzez nasilony proces demetylacji
5-hmC, natomiast nie obserwuje si¢ roOwnoczesnej zmiany w poziomie 5-mC. Z Kkolei

zwiekszenie ekspresji zarowno AID/APOBEC, jak i TET1 wptywa istotnie na zwigkszenie
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demetylacji 5-mC co jest spowodowane nasilong przemiang 5-mC do 5-hmC ze wzgledu na
nadekspresje TET1. Dane te §wiadcza o tym, ze deaminaza AID/APOBEC oddziatuje
swoiscie tylko na 5-hmC, a nie na 5-mC [Guo i wsp. 2011]. Powstate w skutek dziatania
AID/APOBEC tymina i 5-hmC sg usuwane z DNA przy udziale glikozylaz TDG (ang.
mismatch specific thymine DNA glycosylase) i SLUG1 (ang. singlem strand selective
monofunctional uracil DNA glycosylase), a nastgpnie sg zastgpowane cytozynag. Jest to tzw.
system naprawy DNA przez wycinanie zasad BER (ang. base excision repair) [Hashimoto
i wsp. 2012a, Niehrs i Schifer 2012]. Wazng role w procesie demetylacji aktywnej odgrywa
takze biatko MBD4 (ang. methyl-CpG binding domain protein 4). Biatko to ma w swoje;j
strukturze zarowno domene, ktora umozliwia wigzanie si¢ do zmetylowanych
dinukleotydow CpG, jak réwniez domeng¢ o aktywno$ci glikozylazy. Ponadto, moze
wchodzi¢ w interakcje z biatkami z rodziny AID/APOBEC i prowadzi¢ do powstania
w DNA niezmetylowanych cytozyn poprzez usuwanie btednie potaczonych par T:G
I 5-hmU:G [Hashimoto i wsp. 2012a, Grin i Ishchenko 2016].

Biatka TET oprocz tego, ze katalizujg reakcje¢ hydroksylacji 5-mC to réwniez moga
oddziatywac z szeregiem biatek bioracych udziat w procesie naprawy DNA przez wycinanie
zasad. Do biatek tych naleza m.in. opisane powyzej TDG i MBD4, ale réwniez NEILI,
NEIL2, NEIL3 (ang. nei endonuclease VIlll-like), Co wiecej, wszystkie trzy biatka TET
wchodzg w interakcje z polimeraza poli-ADP-rybozy (PARP1, ang. poly (ADP-ribose)
polymerase 1), ktéra rozpoznaje pegknigcia jednoniciowe 1 modyfikuje czynniki
uczestniczgce w naprawie przez poly-ADP-rybozylacje oraz LIG3 (ang. DNA ligase 3)
i XRCC1 (ang. X-ray repair cross-complementing protein 1), biorgce udziat w ligacji DNA
po insercji cytozyny [Miiller i wsp. 2014]. Sugeruje to, ze reakcje katalizowane prze biatka
TET i naprawa DNA przez wycinanie utlenionych pochodnych cytozyny przez system
naprawy BER sa przeprowadzanymi w sposob skoordynowany w czasie i przestrzeni przez

jeden duzy kompleks biatkowy.

13



APOBEC

Demetylacja DNMT
pasywna
AID/
= l @
3
MBD4
TDG
TET l
N
TDG

~
-

Rysunek 2 Schemat przedstawiajacy aktywna demetylacje DNA, tworzenie
poszczegolnych produktow reakceji katalizowanej przez TET
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3.2.2 Demetylacja pasywna

O demetylacji pasywnej mowimy wtedy, gdy podczas replikacji nie dochodzi do metylacji
przez metlotransferazg DNMT1 (ang. DNA (cytosine-5)-methyltransferase 1) nowo
syntetyzowanej nici. Przyczyng braku metylacji podczas syntezy DNA moze by¢ obecnos¢
W nici macierzystej 5-hmC, powstajacej z udziatem biatek TET. DNMT 1 charakteryzuje si¢
mniejszym powinowactwem do 5-hmC niz do 5-mC i w zwigzku z tym aktywno$¢ tej
metylotransferazy jest hamowana 1 w konsekwencji w nici potomnej pojawiajg si¢ cytozyny
niemodyfikowane. W przypadku duzego st¢zenia S-hmC w DNA ulegajacym replikacji oraz
braku aktywnosci metylotransferaz odpowiedzialnych za metylacje de novo (DNMT 3a, -3b)
dochodzi do biernej demetylacji DNA [Goll i Bestor 2005, Jeltsch 2006, Hashimoto i wsp.
2012b]. Istotng role w prawidtowym funkcjonowaniu DNMT1 odgrywa biatko UHRF1
(ang. ubiquitin-like, containing PHD and RING finger domains 1), ktéore wspomaga
wigzanie DNMT1 do hemimetylowanych widetek replikacyjnych. Biatko to, podobnie jak
DNMTI, charakteryzuje si¢ ponad dziesieciokrotnie mniejsza zdolno$s¢ do wigzania

hemihydroksymetylowanych nici DNA [Bostick i wsp. 2007, Frauer i wsp. 2011].
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3.3. Wplyw interakcji bialek TET z innymi bialkami na modyfikacje epigenetyczne

Wiele doniesien literaturowych wskazuje na istotny udzial biatek TET w regulacji
modyfikacji epigenetycznych zard6wno na etapie rozwoju, jak i w komoérkach organizméw
dojrzatych oraz w procesie nowotworzenia przez interakcje z réznymi biatkami 1 niezaleznie
od ich aktywnosci enzymatycznej jako dioksygenazy. W wigkszosci sa to interakcje
wplywajace na mozliwos¢ rekrutowania do histonow swoistych biatek wplywajacych na ich

modyfikacje.

Wyniki badan przeprowadzonych przez Cartron i wsp. z wykorzystaniem metody ligacji
zblizeniowej in situ P-LISA (proximity ligation assay) pozwolity na identyfikacje szeregu
bialek wchodzacych w interakcje z TET1. Do biatek tych zaliczamy przede wszystkim
HDAC1 (ang. histone deacetylase 1), HDAC6 (ang. histone deacetylase 6), HDAC7 (ang.
histone deacetylase 7), LSD1 (ang. lysine-specific Demethylase 1), EZH2 (ang. enhancer of
zeste homolog 2), MeCP2 (ang. methyl CpG binding protein 2), PCNA (ang. proliferating
cell nuclear antygen) i Sin3A (ang. Sin3 transcription regulator family member A), z czego
oddziatywania miedzy TET1/mSin3A, TET1/MeCP2 1 TETI1/EZH2 wystepowaly
najczesciej 1 byly najsilniejsze. Ponadto, badacze ci zaobserwowali, ze kompleks
TET1/PCNA pei istotne funkcje podczas demetylacji DNA, a jego brak moze by¢
przyczyna nieprawidlowego profilu metylacji obserwowanego w nowotworach [Cartron
i wsp. 2013]. Tworzenie kompleksow pomigdzy TET1 a LSDI1 i EZH2 zostalo rowniez
zaobserwowane przez innych badaczy. W promotorach genéw ZEB1 (ang. Zinc Finger E-
Box Binding Homeobox 1) i VIM (ang. Vmentine) kompleks TET1/LSD1/EZH2 odpowiada
za utrzymanie trimetylacji reszty lizyny 27 na histonie H3 (H3K27me3 — marker
nieaktywnej heterochromatyny) i braku trimetylacji lizyny 4 na histonie H3 (H3K4me3 —
marker aktywnej euchromatyny), powodujac tym samym zahamowanie ekspresji tych
genéw. Dziatanie tego kompleksu jest zupetnie niezalezne od powstawania 5-hmC. Brak
kompleksu TET1/LSD1/EZH2 skorelowany jest z wystgpowaniem przejscia epitelialno-
mezenchymalnego i progresja nowotworu [Su i wsp. 2019]. Zhong i wsp (2015)
zaobserwowali, ze TET1 wchodzi w interakcje z biatkami Sin3A 1 hMOF (ang. histone H4
lysine K16-specific acetyltransferase). Kompleks TET1/Sin3A/hMOF odpowiada za
utrzymanie acetylacji lizyny 16 na histonie H4 (H4K16ac — marker aktywnej
euchromatyny). Badacze odnotowali wystgpowanie tego kompleksu w regionach
kodujacych geny naprawy DNA. Zmniejszenie ekspresji TET1 powodowato zmniejszenie

wystepowania hMOF zwigzanego z DNA, a zwigkszalo poziom SIRT1 (ang Sirtuin 1).
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SIRTI1 , bedaca deacetylazg zalezng od NAD (ang. Nicotinamide adenine dinucleotide),
powodowalo znaczacy spadek poziomu acetylacji H4K16 i zmniejszenie ekspresji genow

kodujacych enzymy naprawy DNA [Zhong i wsp. 2015].

W mysich komoérkach embrionalnych mESC (ang. mouse embryonic stem cells) Tetl
uczestniczy w wyciszaniu ekspresji niektorych gendéw przez ulatwianie rekrutacji
kompleksu represyjnego Polycomb 2 (PRC2, ang. Polycomb repressive complex 2) do
bogatych w pary CpG promotoréw tych genéw. Mimo, iz nie brak jest bezposredniej
interakcji miedzy Tetl i gtéwnym skladnikiem kompleksu, metylotransferazg histonowa
EZH2, to wyciszenie ekspresji Tetl zakloca wigzanie EZH2 do miejsc docelowych PRC2
[Wu i wsp. 2011].

Jednym z lepiej opisanych biatek pod katem interakcji z biatkami TET jest O-GICNAC
transferaza (OGT, ang. O-GIlcNAc transferase) [Chen i wsp. 2013, Deplus i wsp. 2013, Ito
I wsp. 2014, Shi i wsp. 2013, Vella i wsp. 2013, Zhang i wsp. 2014]. Kolokalizacje biatek
OGT oraz TET2 i TET3 w miejscach bogatych w H3K4-me3 i odpowiadajacych
wystepowaniu promotorow gendéw aktywnych transkrypcyjnie wykazano stosujac metode
metody  immunoprecypitacji  chromatyny w  polaczeniu z  jednoczesnym
sekwencjonowaniem DNA (ChlP-Seq, ang. chromatin immunoprecipitation sequencing)
[Chen i wsp. 2013, Deplus i wsp. 2013, Vella i wsp. 2013]. OGT modyfikuje biatka
komorkowe przez przylaczenie pojedynczych reszt N-acetyloglukozaminy wigzaniem
O-glikozydowym do reszt seryny lub treoniny bialtka, wplywajac tym samym na aktywnos¢,
stabilizacj¢ 1 umiejscowienie wielu bialek m.in. enzymoéw metabolicznych, kinaz, fosfataz,
czynnikoéw transkrypcyjnych. Doktadniejszy opis biatka OGT i O-GIcNAcylacji znajduje
si¢ w kolejnych rozdziatach pracy [Ozcan i wsp. 2010, Hart i wsp. 2011]. OGT moze
réwniez modyfikowac histony H2A, H2B, H3 i H4 przez co wplywa na transkrypcj¢ genow
[Sakabe i wsp. 2010]. Wyniki badan wskazuja, ze biatka TET odgrywaja wazng role
w rekrutacji OGT do chromatyny dzigki czemu moze ona modyfikowa¢ histony. W mysich
komorkach embrionalnych mESC biatko Tet2 jest konieczne, aby OGT mogta modyfikowac
histon H2B na serynie 112 (H2BS112-O-GIcNAc) [Chen i wsp. 2013]. Modyfikacja tej
seryny umozliwia kolejng modyfikacje, jaka jest ubikwitynylacja lizyna 120 na histonie H2B
(H2BK120-Ub). O-GIcNAc transferaza wchodzace w interakcje z TET2 i TET3 modyfikuje
czynnik transkrypcyjny HCF1 (ang. host cell factor 1) i przyczynia si¢ do stabilizacji
kompleksu Setl/COMPASS, zawierajacego metylotransferaz¢ MLL (ang. mixed lineage
leukemia), ktory taczy sie z H2BK120-Ub 1 odpowiada za trimetylacje H3K4 — aktywacja
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transkrypcji przez rozluznienie chromatyny [Fujiki i wsp. 2011, Delatte i Fuks 2013, Deplus
I wsp. 2013].

Jiang i wsp. (2015) zaobserwowali, ze u chorych na ataksje-teleangiektazje (AT, ang. Ataxia
telangiectasia) obserwuje si¢ spadek poziomu 5-hmC i zaburzenia w systemie naprawy
DNA. Prowadzac badania z wykorzystaniem mysich komorek Purkinjego zauwazyli, ze
TET1 (ale nie TET2 i TET3) jest waznym celem dla kinazy ATM (ang. Ataxia telangiectasia
mutated). Fosforylacja TET1 przez ATM wplywa na aktywnos$¢ Kkatalityczng tej
dioksygenazy i powoduje wzrost poziomu 5-hmC, co jest istothnym czynnikiem w procesie
utrzymania prawidlowego dzialania systeméw naprawy DNA. TET1 ulega fosforylacji
gléwnie na serynie 116 (Serl16), ale wystepuja rowniez miejsca alternatywne tj. seryna 262
(Ser262) i seryna 546 (Ser546). Dowodem na to jest fakt, ze dopiero po zablokowaniu
wszystkich 3 miejsc sygnat fosforylacji przestawat by¢ wykrywalny [Jiang i wsp. 2015].

U myszy zaobserwowano, ze kinaza biatkkowa AMP fosforyluje seryn¢ 97 (Ser97) biatka
TET2, a modyfikacja ta odgrywa wazng role w procesie miogenezy. Fosforylacja Ser97
stabilizuje TET2 najprawdopodobniej poprzez wigzanie si¢ tej dioksygenazy z biatkiem
14-3-3B. Zauwazono, ze zmniejszenie ekspresji AMPK prowadzito do spadku poziomu
5-hmC i korelowato ze spadkiem poziomu ekspresji genu Pax7, czynnika transkrypcyjnego,
odgrywajacego wazng rolg w czasie miogenezy [Zhang i wsp. 2019]. Podobnie jak
w przypadku Ser97, TET2 moze réwniez ulega¢ fosforylacji przez AMPK na serynie 99
(Ser99). W tym przypadku rowniez dochodzito do stabilizacji TET2 przez interakcje
Z bialkiem 14-3-3B. Mutacje powodujace utrate fosforylacji Ser99 skorelowane byty ze

wzrostem progresji nowotworéw [Wu i wsp. 2018, Chen i wsp. 2019].

Fosforylacja seryny 1310 (Ser1310) i seryny z 1379 (Serl379) biatka TET3 przez
cyklinozalezng kinaze¢ CDKS5 (ang. Cyclin-dependent kinase 5) jest istotna w procesie
réznicowania si¢ komodrek nerwowych. Serl1310 i Ser1379 znajduja si¢ w domenie
katalitycznej TET3, a ich fosforylacja wptywa na aktywno$¢ katalityczng TET3.
Zaobserwowano, ze fosforylacja wspomnianych reszt seryny w TET3 prowadzi do wzrostu
poziomu 5-hmC w promotorze genu BRN2 (ang. Tissue-restricted POU domain transcription
factor) co prowadzi do zwigkszenia ekspresji tego genu. BRN2 jest czynnikiem

transkrypcyjnych odgrywajacym wazng rolg w procesie neurogenezy [Rao i wsp. 2019].

TET3 oddzialuje rowniez z kinazg ATR (ang. Ataxia telangiectasia and Rad3 related).
Gloéwna reszta ulegajaca fosforylacji i wptywajaca najmocniej na aktywno$¢ TET3 jest
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seryna 637 (Ser637). Oprocz Ser637 fosforylacji mogg ulega¢ rowniez seryna 42 (Ser42)
I seryna 1426 (Serl426), jednakze w tych dwoch przypadkach efekt jaki wywotuje ta
modyfikacja nie jest tak silny. Fosforylacja TET3 przez ATR wplywa na wzrost poziomu
5-hmC i aktywacje szlakow naprawy uszkodzen DNA. Oprocz pozytywnego wptywu na
aktywno$¢ katalityczng, fosforylacja TET3 przez ATR chroni t¢ dioksygenazg przed
degradacja [Jiang 1 wsp. 2017].

3.4. Bialka TET a proces nowotworzenia

Zaburzona ekspresja genow TET, jak rowniez zmiana aktywno$ci enzymatycznej biatek
TET jest obserwowana w przypadku wielu typéw nowotworow, zarowno tych zwigzanych
z uktadem krwiotwoérczym, jak i w guzach litych. Odkrycie biatka TET1, jako fuzyjnego
partnera biatka MLL (ang. Mixed lineage leukemia) u pacjentow z ostra biataczka szpikowa
(AML, ang. acute myeloid leukemia), bedacych nosicielami translokacji t(10;11)(q22;q23),
stanowito pierwszy dowod na udziatl biatek TET w procesie nowotworzenia [Ono i wWsp.
2002, Lorschbach i wsp. 2003]. Mutacja ta jest jednak dosy¢ rzadka, poniewaz wystepuje
tylko w przypadku 0,3% fuzji [Ittel i wsp. 2013]. W genie TET1 wykryto rowniez mutacje
zmiany sensu i mutacje zmiany ramki odczytu w przypadku AML (~1%) oraz w ostrej
biataczce limfoblastycznej T-komorkowej (~6%) [De Keersmaecker i wsp. 2013]. U myszy
TET1” oraz TET1/2" zaobserwowano wieksze prawdopodobienstwo wystapienia chtoniaka
B-komodrkowego. Dodatkowo, uzywajac sekwencjonowania egzomu, przeanalizowano
nowotwory charakteryzujace si¢ niska ekspresjg TETL i zauwazono nawracajgce mutacje
W genach juz zmienionych w przypadku chloniaka grudkowego (FL, ang. follicular
lymphoma) i chtoniaka rozlanego z duzych komoérek B (DLBCL, ang. diffuse large B-cell
lymphoma). Obserwacje te potwierdzaja rolg TET1 jako supresora nowotworowego
w hematopoezie limfatycznej oraz wskazuja, Ze obnizenie ekspresji TET1 moze by¢ jednym
z przeoczanych mechanizmoéw w powstawaniu chtoniakow z komorek B [Cimmino i wsp.

2015, Zhao i wsp. 2015].

W przypadku nowotwordéw uktadu krwiotwodrczego najczesciej obserwuje si¢ mutacje
w genie TET2. Sg to przede wszystkim mikrodelecje, mutacje somatyczne, czy tez utrata
heterozygotycznosci. Zaburzona ekspresja TET2 wiaze si¢ ze spadkiem globalnego poziomu
5-hmC w tego typu nowotworach, co prowadzi do zaburzen w profilu metylacji DNA
I prowadzi do deregulacji ekspresji roznego rodzaju genow, w tym gendéw zaangazowanych
w progresj¢ nowotwordéw [Cimmino i wsp. 2011, Huang i Rao 2014, Ko i wsp. 2015]. TET?2
ulega mutacji w ~20% przypadkow zespotu mielodysplastycznego (MDS, ang.
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myelodysplastic syndrome), ~20% przypadkéw nowotworéw mieloproliferacyjnych (MPN,
ang. myeloproliferative neoplasms), ~20% przypadkow AML oraz ~45-50% przypadkow
przewlektej biataczki mielomonocytowej (CMML, ang. chronic myelomonocytic leukemia).
W wigkszosci przypadkéw sg to mutacje zmiany sensu [Abdel-Wahab i wsp. 2009,
Delhommeau i wsp. 2009, Solary i wsp. 2014]. Mutacje wystepujace w obrebie domeny
DSBH lub w regionie odpowiedzialnym za wigzanie jonow zelaza Fe2+ lub 2-OG
przyczyniaja si¢ do zaburzenia aktywnos$ci enzymatycznej TET2, co w konsekwencji
prowadzi do spadku globalnego poziomu ShmC. Zaobserwowano, ze lokalne zwickszenie
poziomu jonow zelaza lub 2-OG w szpiku kostnym moze przywraca¢ zdolno$¢ katalityczng
TET2 [Ko i wsp. 2010, Laukka i wsp. 2016]. Ponadto, zaobserwowano, ze u myszy
z wyciszonym genem TET2 (TET2”) zwigksza si¢ ryzyko wystgpowania nowotworow
uktadu krwiotworczego [Moran-Crusio i wsp. 2011, Quivoron i wsp. 2011]. Informacje te
wskazuja, ze TET2 moze petié rolg supresora howotworowego [Ko i wsp. 2010, Moran-
Crusio i wsp. 2011, Quivoron i wsp. 2011, Laukka i wsp. 2016]. Badania z zastosowaniem
metody sekwencjonowania catego genomu wykazaly wspotwystgpowanie mutacji w genie
TET2 wraz z mutacjami w genach, ktoérych zaburzenia sg czg¢sto wigzane z wystgpowaniem
nowotwordow uktadu krwiotwoérczego. Nie do konca jednak wiadomo, czy wspolistnienie
tych mutacji jest ze soba powigzane, a jesli tak to na jakich zasadach. Mozliwe, ze
wystepowanie poszczegolnych mutacji moze by¢ konsekwencja pojawienia si¢ innych

mutacji [Haferlach i wsp. 2014, Palomero i wsp. 2014, Sakata-Yanagimoto i wsp. 2014].

W przeciwienstwie do TET1 1 TET2, mutacje w genie kodujacym TET3 sg stabo
scharakteryzowane. Myszy pozbawione ekspresji tej dioksygenazy (TET37)
charakteryzowaty si¢ duza $miertelnoscig, podczas gdy myszy TET1 i TET2"
w wigkszosci przypadkow rozwijaly si¢ normalnie. Moze to §wiadczy¢ o tym, ze TET3 pelni
wazng funkcje w organizmie, a komoérki pozbawione tego biatka nie sa w stanie prawidtowo
funkcjonowac [Gu i wsp. 2011, Dawlaty i wsp. 2013]. Dodatkowo, u myszy z wylaczonym
zarowno TET2 i TET3 (TET2/3") obserwowano duzo szybsze powstawanie ostrej biataczki
szpikowej, niz u zwierzat z wyciszonym pojedynczym genem TET2. Ponadto, transformacja
komorek z podwdjnym nokautem zwigzana byta z zaburzeniami w systemie naprawy DNA
oraz translokacjg chromosomow, co sugeruje, ze prawidlowa ekspresja TET2 i TET3 jest
niezb¢dna do zachowania integralnos$ci genomu i zapobiegania leukemogenezie [An i wsp.
2015]. Zhang i wsp. (2020) zaobserwowali, ze ekspresja TET3 jest zwigkszona w przypadku
AML 1 jest pozytywnie skorelowana z ekspresja genow supresorowych, takich jak CDKN2B,
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ZIC2 i miR-196a oraz negatywnie skorelowana z ekspresja onkogenow PAX2, IL2RA,
SOX11 i PAKY7. Badania te wskazuja, ze TET3 jest potencjalnym wskaznikiem
prognostycznym u pacjentow z AML 1 moze by¢ stosowany w wyborze sposobu leczenia —

chemioterapia lub przeszczep szpiku kostnego [Zhang i wsp. 2020]

Zaburzenia w ekspresji gendéw TET dotycza rowniez szerokiego spektrum nowotworow
niewywodzacych si¢ z uktadu krwiotwoérczego. Ze wzgledu na to, ze najwicksza zawartoscia
5-hmC sposrod wszystkich tkanek organizmu charakteryzuje si¢ tkanka mozgowa [Wen
i Tang 2014], to nie dziwi fakt, iz najwigcej doniesien literaturowych zwigzanych
zaburzeniami w poziomie tej modyfikacji odnosi si¢ wiasnie do nowotworow mozgu.
Analizy immunohistochemiczne glejakow ztosliwych wykazaty, ze niski poziom 5-hmC
prowadzit do zmniejszenia przezywalnosci pacjentow z glejakiem wielopostaciowym.
Ponadto, niski poziom 5-hmC byt zwiazany z niska ekspresja TET1 i TET3. Zte rokowania
u pacjentdéw z glejakami mogly by¢ rowniez zwigzane z wysoka ekspresja genow
zaangazowanych w proces deaminacji i wycinania zasad BER [Orr i wsp. 2012]. Poréwnujac
poziom 5-hmC i 5-mC w gwiazdziakach w stadium II i III oraz glejakach z poziomem tych
modyfikacji DNA w zdrowej tkance modzgowej, naukowcy zaobserwowali znaczace
zmniejszenie poziomu 5-hmC w probkach nowotworowych oraz brak zmian w poziomie
5-mC [Jin i wsp. 2011]. W przypadku wigkszo$ci glejakow wtornych zaobserwowano
wystepowanie mutacji genéw IDHI1/2. Mutacje te prowadzily do nadprodukcji 2-HG
i spadku poziomu 2-OG, a tym samym do obnizenia poziomu 5-hmC z powodu
zahamowania aktywnosci biatlek TET [Yan i wsp. 2009, Cohen i wsp. 2013]. Utrata 5-hmC
jest czestym 1 niezaleznym od mutacji IDH1 zdarzeniem w glejakach. Co wigcej, glejaki
charakteryzujace si¢ obnizong zawarto$cig 5-hmC wykazywaty znaczacy spadek poziomu
biatka TET1 w jadrze komorkowym. Z Kolei w glejakach z mutacjami IDH1 obserwowano
akumulacje TET1 w jadrze [Miiller i wsp. 2012]. Cui i wsp. (2016) zidentyfikowali TET3
jako silny supresor nowotworowy wspotdziatajacy z receptorem jadrowym TLX w regulacji
wzrostu 1 samoodnawiania komorek macierzystych glejaka (GSC, ang. glioblastoma stem
cells). Oddzialywania TET3-TLX moga stanowi¢ potencjalny cel terapeutyczny w leczeniu

glejaka wielopostaciowego [Cui i wsp. 2016].

Zmiana poziomu 5-hmC i zaburzona ekspresja genéow TET jest obserwowana takze
w przypadku innych typéw nowotwordéw, takich jak nowotwor piersi, zoladka, jelita
grubego, watroby, ptuc, stercza, jajnika, trzustki, prostaty, nerki, endometrium, mig$niak

gladkokomorkowy czy czerniak [Haffner i wsp. 2011, Jin i wsp. 2011, Lian i wsp. 2012,
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Yang i wsp. 2013, Liu i wsp. 2013, Wielscher i wsp. 2013, Navarro i wsp. 2014, Du i wsp.
2015, Ye i wsp. 2016, Chen i wsp. 2017, Ciesielski i wsp. 2017].

Na ekspresje¢ genow TET moga wptywac posrednio lub bezposrednio rézne mechanizmy
zwigzane z nowotworzeniem, takie jak mutacje, czy zmiana metylacji genu, jednakze istotng

role rowniez tutaj mikroRNA (miRNA).

Istnieje kilka miRNA, ktére maja wptyw na poziom ekspresji genéw TET. Wsrod miRNA,
ktore bezposrednio regulujg poziom TET, sg miR-29, miR-26, miR-22, miR-101, miR-105,
miR-125 i miR767 [Cheng i wsp. 2013, Fu i wsp. 2013, Song i wsp. 2013b, Zhang i wsp.
2013]. Wigkszo$¢ z tych miRNA wplywa na poziom transkryptu wszystkich TET, jednak
niektdre z nich wykazuja preferencyjny wptyw na konkretne transkrypty TET. Stwierdzono,
ze liczba miejsc wigzania wydaje si¢ wplywac¢ na czuto$¢ transkryptow TET miR-29,
poniewaz TET3 ma najbardziej przewidywalne miejsca 1 jest najbardziej istotnie
regulowanym TET przez miR-29 w ludzkich fibroblastach skory i mig$niach gtadkich

naczyn komorki.

U pacjentdw z ostrg biataczka szpikowa (AML) i bez mutacji w genie TET2, odnotowano
wzrost ekspresji miR-125, miR-101, miR-29, miR-26 i miR-7 czemu towarzyszyt spadek
poziomu 5-hmC oraz ekspresji wszystkich genow TET, a zwlaszcza TET2 [Cheng i wsp.
2013]. W komorkach czerniaka zauwazono podobng zalezno$¢. miR-767 obniza ekspresje
TET1 i TET3 [Loriot i wsp. 2014], a w raku watrobowokomérkowym miR-29 wptywa
negatywnie na ekspresje TET1 [Lin i wsp. 2014].

Istnieja rowniez doniesienia, ze biatka TET mogg regulowac ekspresje niektorych miRNA.
Do takich miRNA nalezy miR-200, ktérego funkcjg jest hamowanie ekspresji gtéwnych
czynnikow biorgcych udziat w przejsciu epitelialno-mezenchymalnym. MiR -200 jest
antagonistg proonkogennego miR-22, ktorego zwigkszong ekspresj¢ obserwuje si¢
w komorkach biataczkowych [Song i wsp. 2013a] i komorkach raka piersi [Song i wsp.
2013b]. Wzrost stgzenia miR-22 w komorkach raka piersi powoduje spadek ekspresji TET,
co prowadzi do wzrostu metylacji regionu promotorowego i obniza eks-presj¢ miR-200.
Skutkiem obnizenia ekspresji miR-200 jest zwigkszenie zdolno$ci komorek

nowotworowych do przerzutowania [Song i wsp. 2013a, Song i wsp. 2013b].

Dostepne doniesienia literaturowe wskazujg, ze biatka TET biorg udzial w procesie

nowotworzenia w réznorodny sposob, specyficzny dla danego typu nowotworu. Duzg rolg
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odgrywa w tym przypadku, oprocz aktywnosci katalitycznej bialek TET, ich zdolno$¢ do

oddziatywania z innymi biatkami oraz mutacje jakim moga podlegac.
4. Proces O-GIcNAcylacji

O-GIcNAcylacja jest odwracalng, potranslacyjng modyfikacja bialek polegajaca na
przytaczeniu -N-acetylo-D-glukozaminy (GIcNAc, ang. N-acetylglucosamine) wigzaniem
O-glikozydowym do grupy hydroksylowej seryny i/lub treoniny. Przylaczeniu ulega
wowczas wylacznie czgsteczka monosacharydu, a co za tym idzie nie tworzg si¢ bardziej
ztozone kompleksy cukrowe. Modyfikacja ta dotyczy zaréwno bialek jadrowych,
cytosolowych, jak i pozakomdrkowych. Do bialek ulegajacych O-GlcNAcylacji zalicza si¢
m.in. biatka zwigzane z chromatyna, enzymy glikolityczne, kinazy, czynniki transkrypcyjne,
czy tez biatka cytoszkieletu komorki [Torres i Hart 1984, Comer i wsp. 2000, Hanover i wsp.
2010, Hart i wsp. 2011, Sakaidani i wsp. 2012]. O-GIcNAcylacja to proces enzymatyczny
zachodzacy przy udziale O-GIcNAc transferazy (OGT, ang. O-linked N-acetylglucosamine
transferase). Natomiast proces odwrotny, czyli usunigcie reszt GIcNAc zachodzi za
posrednictwem [B-N-acetylo-D-glukozaminidazy (OGA, ang. O-GIcNAcase) [Vocadlo
2012]. Istnieje wiele biatek, ktorych reszty seryny i/lub treoniny moga ulegaé¢ zaréwno
procesowi O-GlcNAcylacji, jak 1 fosforylacji. Interakcje migdzy tymi dwoma
modyfikacjami potranslacyjnymi przyczyniaja si¢ do regulacji szeregu procesOw
komorkowych, do ktorych zaliczamy m.in. regulacj¢ transkrypcji i translacji, kontrolg cyklu
komodrkowego, regulacje przekazywania sygnaldéw i modulowanie odpowiedzi na stres

komorkowy [Hart 1 wsp. 2011].
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Rysunek 3 Schemat ilustrujacy ,,O-GlcNAc cycling”

4.1. Enzymy zaangazowane w cykl O-GIcNAcylacji
411 OGT
O-GlcNAc transferaza, a doktadnie;j B-N-acetyloglukozaminylotransferaza

UDP-N-acetyloglukozamina: biatko (OGT) (EC 2.4.1) jest enzymem odpowiedzialnym za
przytaczenie reszty [-N-acetylo-D-glukozaminy do grupy hydroksylowej seryny lub
treoniny biatek wewnatrzkomorkowych. Jest to jedyny poznany enzym o tych
wilasciwosciach. O-GIcNAc transferaza kodowana jest przez gen OGT zlokalizowany
W poblizu regionu centromerowego chromosomu X (Xql13.1) [Hanover i wsp. 2003].
U ssakow wystepuja wyrdzniamy trzy izoformy biatka OGT — sOGT (ang. short OGT),
mOGT (ang. mitochondrial OGT) i ncOGT (ang. nucleocytoplasmic OGT). Powstaja
w wyniku alternatywnego sktadania mRNA 1 maja odpowiednio 78, 103 i 110 kDa.
[Hurtado-Guerrero i wsp. 2008]. Cechg charakterystyczng wszystkich trzech izoform jest
obecnos¢ tandemowo utozonych powtorzen motywow TPR (ang. tetratricopeptide repeats)
na N-koncu biatka. TPR zawieraja zachowane ewolucyjnie powtorzenia asparaginy i tworza
strukture superhelisy oraz peinig bardzo istotng funkcje, mianowicie odpowiadaja za
interakcje OGT z innymi biatkami. Najwigkszg licza powtdrzen TPR charakteryzuje si¢
ncOGT, natomiast najmniej zawiera sSOGT [lyer i Hart 2003]. Wszystkie 3 izoformy
posiadaja w swojej centralnej czes$ci sekwencje lokalizacji jadrowej. Wyjatek stanowi tutaj
mOGT, ktéra oprocz NLS posiada rowniez sekwencje lokalizacji mitochondrialnej (MLS,
ang. mitochondrial localization sequence), znajdujaca si¢ na N-koncu biatka. Na C-koncu

biatka OGT obecna jest domena katalityczna, ktéra wykazuje duzag homologie do
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fosforylazy glikogenu, z ktorej najprawdopodobniej si¢ wywodzi [Wrabl i Grishin 2001,
Hurtado-Guerrero i wsp. 2008, Vocadlo 2012].

Substratem dla OGT, a zarazem czynnikiem limitujgcym aktywnos$¢ tego enzymu jest UDP-
GIcNAc (ang. uridine diphosphate N-acetylglucosamine), bedaca koncowym produktem
szlaku biosyntezy heksozamin (HBP, ang. hexosamine biosynthesis pathway) [Lazarus
Iwsp. 2011]. Z kolei czynnikiem, ktory wplywa na samg aktywno$¢ i zdolno$¢ do
rozpoznawania docelowych biatek, ktore majg ulec O-GlcNAcylacji nie jest do konca
poznany. Najprawdopodobniej duzy wptyw ma tutaj proces fosforylacji biatek docelowych,
jak i samego OGT [Hart i wsp. 2011, Vocadlo 2012].

Dwie glowne izoformy OGT, czyli nCOGT i mOGT, nie tylko r6znig si¢ tylko lokalizacja
w komorce, ale rowniez pelnionymi przez nie fizjologicznymi funkcjami. Sacoman i wsp.
zaobserwowali, ze zmniejszona ekspresja ncOGT zwigzana jest ze zwigkszonym
oddychaniem komoérkowym oraz zwigkszong glikoliza, co wskazuje, ze ncOGT petni
glownie rol¢ w regulacji bioenergetyki komorkowej. Z kolei wyciszenie mOGT skutkuje
zaleznym od Drpl (ang. dynamin related protein 1) podziatem, utrata zawartosci
| zmniejszeniem potencjalu btonowego mitochondridéw oraz zwigkszeniem oddychania
komoérkowego, prawdopodobnie w wyniku zmniejszenia si¢ liczby mitochondriow
w komorce. Wyniki te wskazuja, ze mOGT odgrywa kluczowa role w utrzymaniu

stabilnosci i funkcji mitochondriow [Sacoman i wsp. 2017].
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B-N-acetylo-D-glukozaminidaza (OGA) (EC 3.2.1.52) jest enzymem o masie 103 kDa,
nalezacym do rodziny hydrolaz glikozydowych 84 (GH84, ang. glycoside hydrolase 84)
[Cantarel i wsp. 2013]. Jest zaangazowana W usuwanie reszt O-GLcNAc z bialek
cytoplazmatycznych i jadrowych [Gao i wsp. 2001]. Biatko OGA kodowane jest przez gen
MGEAS5 (ang. meningioma expressed antigen 5) sktadajacy si¢ z 16 eksonow, ktérego locus
znajduje  si¢ na chromosomie 10 (10q24). Wyrézniamy dwie izoformy
-N-acetylo-D-glukozaminidazy powstajace w wyniku alternatywnego splicingu — izoforme
dtuga OGA-L (ang. OGA long form) 1 izoforme krotka OGA-S (ang. OGA short form), ktora
wykazuje si¢ mniejszg aktywnos$cig niz forma dtuga [Vocadlo 2012]. W wyniku translacji
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wszystkich 16 eksonéw genu MGEAS powstaje dtuga izoforma enzymu (OGA-L) sktadajaca
si¢ z 916 aminokwasow i wystepujaca gldwnie w cytoplazmie. Izoforma OGA-S sktada si¢
z 677 aminokwasdw 1 powstaje w wyniku braku usunigcia intronu 11, w ktérym znajduje si¢
alternatywny kodon stop. OGA-S zlokalizowana jest w jadrze komorkowym. [Li i wsp.
2010, Keembiyehetty i wsp. 2011, Vocadlo 2012]. W strukturze OGA wyrdzniamy 3 glowne
domeny. Na N-koncu znajduje si¢ domena katalityczna, ktora to wykazuje duze
podobienstwo do rodziny GH84 i jest odpowiedzialna za odtaczanie reszt O-GICNAc. Na
C- koncu zlokalizowana jest domena przypominajgca swojg strukturg acetylotransferazy
histonowe HAT (ang. histone acetyltransferase), jednakze jest pozbawiona istotnych
sekwencji odpowiedzialnych za taczenie si¢ z acetylokoenzymem A. Doktadna rola domeny
C-koncowej nie jest jak do tej pory poznana. OGA-S jest pozbawiona tej domeny, natomiast
na C-koncu tej izoformy znajduje si¢ fragment skladajacy si¢ z 14 aminokwasow, ktorego
brak jest w OGA-L. W centrum biatka znajduje si¢ niewykazujaca zadnych funkcji domena
trzonowa [Toleman i wsp. 2004, He i wsp. 2014, Rao i wsp. 2013, Li i wsp. 2017].
Aktywnos$¢ obu izoform jest w podobny sposéb hamowana poprzez inhibitory OGA.
Natomiast zauwazono, ze OGA-L wykazuje mniejszag aktywno$¢ enzymatyczna
w badaniach in vitro. Mozliwe, ze obecno$¢ pewnych czynnikow komoérkowych jest

niezbedna dla prawidtowego dziatania tej izoformy [Vocadlo 2012].
4.2.  Zaburzenia O-GlcNAcylacji w komoérkach nowotworowych

O-GlcNAcylacja bierze udziat w wielu podstawowych procesach komérkowych, w tym
miedzy innymi w regulacji transkrypcji gendw, roznicowaniu komorek macierzystych, czy
regulacji aktywnosci 1 stabilno$ci bialek. Zaburzenia w profilu O-GlcNAcylacji sg czgsta
przyczyna wystepowania wielu chorob, takich jak cukrzyca, zaburzenia neurologiczne,
choroby sercowo-naczyniowe, a takze nowotwory [Mi i wsp. 2011, Yang i Qian 2017,
Trinca i wsp. 2018, Zhao i wsp. 2018].

W wielu typach raka, takich jak rak piersi [Gu i wsp. 2010, Champattanachai i wsp. 2013],
prostaty [Lynch i wsp. 2012, Kamigaito i wsp. 2014], ptuc, jelita grubego [Mi i wsp. 2011],
przetyku [Qiao i wsp. 2012], endometrium [Krzeslak i wsp. 2012], trzustki [Ma i wsp.
2013b], watroby [Zhu i wsp. 2012], pecherza moczowego [Rozanski i wsp. 2012], czy tez
w przewleklej biataczce limfatycznej [Shi i wsp. 2010] obserwuje si¢ zwiekszong ekspresje
OGT oraz podwyzszony poziom O-GlcNAcylacji, co sugeruje, ze zmiany

wewnatrzkomorkowego poziomu OGT i O-GIcNAcylacji sa Scisle  zwigzane
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Z nowotworzeniem 1 moga bezposrednio lub posrednio uczestniczy¢é w progresji

| przerzutowaniu nowotworow.
4.2.1 O-GlcNAcylacja a metabolizm komorek nowotworowych

Podstawowym zrédtem energii w komodrkach prawidtowych jest fosforylacja oksydacyjna,
natomiast w komodrkach nowotworowych, zwigkszone zapotrzebowanie na glukozg,
dochodzi do glikolizy beztlenowej, w ktorej powstajacy pirogronian zamiast trafia¢ do
mitochondriow, gdzie ulegalby przeksztalceniu w acetylo-CoA, jest przeksztalcany
w mleczan. Glikoliza w komorkach nowotworowych zachodzi rowniez w obecnosci tlenu,
a zjawisko to nazywane jest efektem Warburga [Lopez-Lazaro 2008]. Wzmozona glikoliza
jest korzystna dla komoérek nowotworowych, poniewaz produkty posrednie tego procesu
zasilajg szlaki biosyntezy nukleotyddéw, aminokwaséw i lipidéw. Z kolei zwigkszona
produkcja prekursorow do biosyntezy tych czasteczek pozwala na szybki wzrost

I proliferacje komorek nowotworowych [Vander Heiden i wsp. 2009, Jozwiak i wsp. 2014].

O-GIcNAcylacja odgrywa wazng role w zmianie metabolizmu komoérek nowotworowych
poprzez modyfikacje czynnikow transkrypcyjnych oraz regulacje aktywnos$ci enzymow
metabolicznych [DeBerardinis i wsp. 2018, Ruan i wsp. 2013]. Zwigkszone
zapotrzebowanie komoérek nowotworowych na glukoze i glutamine prowadzi do pobudzenia
szlaku biosyntezy heksozamin, w ktérym koncowym produktem jest UDP-GIcNAc, bedaca
substratem dla OGT. Efektem tego jest zwigkszona O-GIcNAcylacja [Ma i wsp. 2013b].
Hiper-O-GIcNAcylacja moze wptywaé na zwigkszenie aktywno$ci czynnikow
transkrypcyjnych regulujacych ekspresje genow kodujacych enzymy glikolityczne.
O-GlcNAcylacji moga podlega¢ rowniez same enzymy. Najlepiej opisanymi enzymami
ulegajacymi O-GlcNAcylacji sg fosfofruktokinaza 1 (PFK1, ang. phosphofructokinase 1),
izoforma M2 kinazy pirogronianowej (PKM2, ang. pyruvate kinase isoform M2) oraz
heksokinaza (HK, ang. hexokinase). O-GlcNAcylcja PFK1 i PKM2 przyczynia si¢ do
zmniejszenia aktywnos$ci tych enzymow, natomiast O-GlcNAcylacja HK do zwigkszenia
[Kroemer i Pouyssegur 2008, Yi i wsp. 2012, Ward i Thompson 2013, Baldini i wsp. 2016,
Wang i wsp. 2017, Singh i wsp. 2020].

PFK1 jest enzymem katalizujacym fosforylacj¢ fruktozo-6-fosforanu do fruktozo-1,6-
bisfosforanu. Aby mozliwa byla ta reakcja, PFK1 musi utworzy¢ oligomery w wyniku
dziatania modulatora jakim jest fruktozo-2,6-bisfosforan. Kluczowa rolg w tej allosteryczne;j

aktywacji odgrywa reszta seryny w pozycji 529 (Ser529) tancucha polipeptydowego.
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O-GlcNAcylacja Ser529 PFK1 w komoérkach nowotworowych prowadzi do zahamowania
oligomeryzacji PFK 1, a w konsekwencji do inhibicji aktywnosci tego enzymu. Modyfikacja
ta jest charakterystyczna tylko dla komoérek nowotworowych, ale nie dla komorek
prawidtlowych o wysokim indeksie proliferacyjnym. Brak aktywnego PFK1 prowadzi to do
nagromadzenia si¢ produktow posrednich glikolizy, ktore wywieraja wplyw na aktywacje
szlakow bocznych glikolizy. Nadmiernej aktywacji ulega szlak pentozofosforanowy (PPP,
ang. pentose phosphate pathway), co prowadzi do zwigkszonej biosyntezy nukleotydow.
Dodatkowo dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy (NADPH, ang nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate) powstajacy w PPP wspomaga utrzymanie glutationu w formie
zredukowanej, przyczyniajac si¢ tym samym do wzrostu ochrony komorki przed stresem
oksydacyjnym. Aktywacji ulega rowniez szlak biosyntezy heksozamin, w ktorym powstaje
UDP-GIcNAc bedacy substratem dla OGT, co prowadzi do hiper-O-GIcNAcylacji biatek
w komorkach nowotworowych [Yi i wsp. 2012].

W prawidtowych, dobrze zréznicowanych komodrkach ekspresji ulega gléwnie izoforma M1
kinazy pirogronianowej PKML1 (ang. pyruvate Kinase isoform M1), podczas gdy PKM2 jest
charakterystyczna dla komodrek nowotworowych. Obie izoformy kinazy katalizuja
przemiang fosfoenolopirogronianu do pirogronianu, aczkolwiek PKM2 wykazuje duzo
nizszg aktywno$¢ enzymatyczng w poréwnaniu do PKM1. Nizsza aktywno$¢ prowadzi do
zmniejszenie wytwarzania pirogronianu w komoérkach nowotworowych, jednocze$nie
sprzyjajac pobudzeniu aktywnosci szlakow bocznych glikolizy dzigki zwigkszonej ilo$ci
produktéw  posrednich. Aktywno$s¢ PKM2 jest dodatkowo hamowana przez
O-GlcNAcylacje reszty treoniny w pozycji 405 (Thr405) i seryny w pozycji 406 (Ser406)
[Yiiwsp. 2012, Wang i wsp. 2017, Singh i wsp. 2020].

Odwrotnie niz w przypadku O-GIcNAcylacji PFK1 i PKM2, przytaczanie reszt O-GIcCNAC
do heksokinazy wplywa na aktywacj¢ tego enzymu. HK katalizuje pierwszy etap glikolizy,
zwigkszajac tym samym ilo$¢ substratow dla PPP 1 szlaku biosyntezy heksozamin (HBP,
ang. hexosamine biosynthesis pathway), wystepujacych juz i tak w duzych ilosciach ze
wzgledu na zaburzenie funkcji PFK1 i PKM2 [Baldini i wsp. 2016].

O-GlcNAcylacja wptywa rowniez na zwigkszenie aktywnos$ci i stabilnos$ci niektorych
czynnikow trankskrypcyjnych, bioracych udziat w regulacji ekspresji genéw kodujacych
enzymy zaangazowane w metabolizm komorek. Jednym z takich czynnikoéw jest c-Myc.
Biatko to wptywa na glikolize poprzez zwigkszenie ekspresji biatka wigzacego motywy

polipirymidynowe (PTB, ang. polypyrimidin tract binding protein) oraz heterogennej
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jadrowej nukleoproteiny Al 1 A2 (hnRNP A1/A2, ang. heterogeneus nuclear
ribonucleoprotein A1/A2), ktore sprzyjaja zwickszonemu wytwarzaniu PKM2 [David i wsp.
2010]. C-Myc bierze udziat w transaktywacji dehydrogenazy A kwasu mlekowego (LDH-
2, ang. lactate dehydrogenase-A), zwigkszajgc tym samym produkcje kwasu mlekowego
[Shim i wsp. 1997]. Wptywa rowniez na zwigkszenie naptywu glukozy do wngtrza komorki
poprzez zwigkszenie ekspresji transportera glukozy GLUT1 (ang. glucose transporter 1)
[Osthus i wsp. 2000] oraz pobudzenia metabolizmu glutaminy poprzez zwickszenie
ekspresji transporterow dla glutaminy oraz mitochondrialnej glutaminazy [Gao i wsp. 2009].
Innym czynnikiem transkrypcyjnym aktywowanym przez O-GlcNAcylacje jest NF-kB (ang.
nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells). O-GIcNAcylacja moze
wptywac bezposrednio na to biatko przez modyfikacje jego podjednostki p65 lub posrednio
przez modyfikacj¢ kinazy IKKp (ang. inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase subunit
beta). Aktywacja NF-kB wplywa na zwigkszenie naptywu glukozy do wnetrza komorki
przez zwigkszenie ekspresji transportera glukozy GLUT3 (ang. glucose transporter 3)
[Kawauchi i wsp. 2008, Ma i wsp. 2013b]. Brak podjednostki p65 powoduje, ze NF-xB
zmniejsza ekspresje genéw mitochondrialnych, co przyczynia si¢ do zmniejszenia
fosforylacji oksydacyjnej 1 przelaczenia metabolizmu komoérkowego na glikolize
beztlenowa [Johnson 1 wsp. 2011]. Kolejnym czynnikiem transkrypcyjnym
modyfikowanym przez reszty O-GIcNAc jest ChREBP (ang. carbohydrate responsive
element-binding protein). O-GlcNAcylacja powoduje zwigkszenie stabilizacji i aktywnosci
tego czynnika. ChREBP przyczynia si¢ do zwigkszenia ekspresji genow kodujacych enzymy
metaboliczne, takie jak watrobowa kinaza pirogronianowa (L-PK, ang. liver pyruvate
kinase), karboksylaza acetylo-CoA (ACC, ang. acetyl-CoA carboxylase) oraz syntaza
kwasow thuszczowych (FAS, ang. fatty acid synthase), odgrywajacych istotng role
W biosyntezie nukleotydow i kwasow tluszczowych w komoérkach nowotworowych [Tong
I wsp. 2009, Guinez i wsp. 2011].

4.2.2 O-GlcNAcylacja a przekazywanie sygnahu

Zaburzenia szlakow przekazywania sygnatdw, zwiazanych z regulacja wzrostu, przezycia
I proliferacji komorek sa czgstym zjawiskiem w przypadku nowotworéw. Do szlakéw,
ktorych elementy sa regulowane przez O-GlcNAcylacje =zaliczamy szlak kinaz
aktywowanych mitogenami (MAPK, ang. mitogen-activated protein kinases), szlak kinazy
AMPK oraz szlak kinazy mTOR (ang. mammalian target of rapamycin kinase) [Ferrer i wsp.
2014].
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Szlak MAPK zaangazowany jest w regulacj¢ wzrostu, rdznicowania, przezycia i apoptozy
komoérek. W przypadku komoérek nowotworowych szlak MAPK moze by¢ takze
zaangazowany w proces przerzutowania. W wielu typach nowotworéw obserwuje si¢
nadmierng aktywacje tego szlaku. Aktywowane w skutek zwiekszonej O-GIcNAcylacji
kinazy z rodziny MAPK fosforyluja m.in. biatko p38 (ang. p38 mitogen activated protein
kinase), Erk1/2 (p44/42, ang. extracellular signalregulated kinases 1/2), MKK3/6 (ang.
mitogen-activated protein kinase kinase 3/6) oraz MEKK1/2 (ang. mitogen-activated protein
kinase kinase 1/2) wptywajac na zwigkszenie ich aktywnosci. Potwierdzeniem udziatu OGT
w regulacji szlaku MAPK jest fakt, iz zmniejszona ekpsresja genu kodujacego ten enzym
koreluje ze spadkiem aktywnosci szlaku MAPK. Jest to spowodowane spadkiem fosforylacji
kinaz Erk1/2 [Kneass i Marchase 2005, Goldberg i wsp. 2011, Ding i wsp. 2013,
Leelahavanichkul i wsp. 2014]. O-GlcNAcylacja wptywa w znaczacy sposob na aktywnos¢
szlaku kinazy AMPK. Szlak ten bierze udzial w utrzymaniu rownowagi energetycznej
w komorce. Jego aktywacja jest zwigzania ze wzrostem stosunku AMP (ang. adenosine
monophosphate) do ATP (ang. adenosine triphosphate) i skutkuje zwigkszeniem
katabolizmu i zmniejszeniem anabolizmu w komorce. Wzrost poziomu UDP-GICNAC
w komorce, bedacego koncowym produktem szlaku HPB i jednocze$nie substratem dla
OGT, ma pozytywny wplyw na wzrost aktywnosci kinazy AMPK. O-GIcNAcylacji
podlegaja podjednostki a iy AMPK, zwickszajac znaczaco aktywno$¢ tej kinazy [Luo i wsp.
2007, Fay i wsp. 2009, Bullen i wsp. 2014]. Trzecim szlakiem, w ktorego regulacje
zaangazowany jest proces O-GICNAcylacji, jest szlak mTOR. Szlak ten bierze udzial
w regulowaniu metabolizmu i wzrostu komorki, a jego aktywacja moze by¢ spowodowana
obecnos$cig czynnikow wzrostu, insuliny lub substancji odzywczych. O-GlcNAcylacji moga
podlega¢ kinazy PI3K/Akt (ang. phosphoinositide 3-kinase/protein kinase B). Kaskada tych
kinaz jest jednym z gtéwnych mechanizméw aktywacyjnych szlaku mTOR. Istotng rolg
odgrywa tutaj insulina, ktéra powoduje, ze OGT przemieszcza si¢ w okolice btony
komorkowej i taczy si¢ z czgsteczkami fosfatydyloinozytolo-3,4,5-trifosforanu (PIP3, ang.
phosphatidylinositol (3,4,5)-triphosphate). OGT, w potaczeniu z PIP3, ulega fosforylacji na
reszcie treoniny w pozycji 308 (Thr308) przez receptor insuliny posiadajacy aktywno$¢
kinazy tyrozynowej. Fosforylacja OGT prowadzi do O-GIcNAcylacji kinazy Akt na reszcie
treoniny w pozycji 308 (Thr308). Modyfikacja ta jest kluczowa do aktywacji Akt.
W przypadku braku O-GlcNAcylacji reszta Thr308 jest foforylowana przez kinaz¢ PDK1

(ang. phosphoinositide-dependent kinase 1) prowadzac tym samym do zahamowania
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aktywnos$ci Akt, a tym samym do zmniejszenia przekazywania sygnalu w komorce [Yang

I wsp. 2008b, Slawson i wsp. 2010].
4.2.3 O-GlcNAcylacja a progresja nowotworow

Komoérki nowotworowe charakteryzujg sie¢ wysokim tempem metabolizmu, szybkim
wzrostem 1 duzg zdolnos$cig do proliferacji. Spowodowane jest to w duzej mierze przez
zmiany w ekspresji szeregu gendéw. Wiele doniesien wskazuje na znaczny udziat
O-GIcNAcylacji w tym procesie. OGT modyfikuje m.in. czynniki transkrypcyjne,
onkogeny, czy tez biatka zaangazowane w przejScie epielialno-mezenchymalne (EMT, ang.
epithelial-mesenchymal transition) przyczyniajac si¢ tym samym do progresji nowotworow
[Jang i Kim 2016, Jiang i wsp. 2019, Xu i wsp. 2019].

W wyniku EMT komorki epitelialne nabieraja fenotypu mezenchymalnego. Jest to proces
charakterystyczny dla nowotworow ztosliwych. W trakcie tego procesu dochodzi do
zmniejszenia ilo$ci E-kadheryny w btonie komodrkowej, bedacej markerem epitelialnym
[Thiery i wsp. 2009]. E-kadheryna moze ulega¢ O-GlcNAcylacji. Dochodzi wowczas do
zmniejszenia interakcji tego biatka z jego partnerami, czyli biatkiem p120 oraz B-katenina.
Ponadto, zablokowany zostaje transport E-kadheryny na powierzchni¢ komorki i tym
samym oslabione zostajg interakcje komorka-komoérka [Padmanaban i wsp. 2019].
Zwigkszony poziom OGT 1 hiper-O-GlcNAcylacja skorelowane sa ze zmniejszong ekspresja
genu CDH1 kodujacego E-kadheryng [Jin i wsp. 2013, Biwi i wsp. 2019]. Aktywno$é
E-kadheryny moze by¢ regulowana przez O-GlcNAcylacj¢ rowniez w sposob posredni.
O-GIcNAcylacja Snaill (ang. snail family zinc finger 1) na reszcie seryny w pozycji 112
(Serl12) wplywa na stabilizacj¢ tego czynnika transkrypcyjnego bedacego represorem
transkrypcyjnym E-kadheryny. Snaill obniza ekspresje CDH przyczyniajac si¢ tym samym
do zwickszenia potencjatu komorek nowotworowych do migracji i inwazyjnosci [Park i wsp.
2010].

Istotng role w progresji nowotworOw odgrywaja metaloproteinazy macierzy
pozakomorkowej (MMPs, ang. matrix metallopeptidases). Ich nadekspresja jest
obserwowana w przypadku wielu typdw nowotwordw. Zmniejszony poziom
O-GlcNAcylacji ma negatywny wplyw na ekspresje MMP-2 i MMP-9 [Zhu i wsp. 2012,
Qiao i wsp. 2016]. O-GlIcNAcylacja Sirtuiny 1 (SIRT1, ang. NAD-dependent deacetylase
sirtuin-1) wptywa na obnizenie stabilnosci tej deacetylazy. Spadek poziomu i aktywnosci

SIRT1 wptywa na zwigkszenie stabilnosci i aktywnosci czynnika transkrypcyjnego FOXM1
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(ang. forkhead box M1), ktéry pobudza ekspresj¢ MMP-2 i MMP-9, przyczyniajac si¢ tym
samym do wzrostu potencjatu komorek do migracji i inwazji [Ferrer i wsp. 2017, Han i wsp.

2017].

Jednym z czynnikow transkrypcyjnych, ktorego aktywnos¢ jest zwigkszona w komoérkach
nowotworowych, jest HIF-1o (ang. hypoxia-inducible factor-l1a). Jego ekspresja jest
indukowana w warunkach niedotlenienia (hipoksji). Czynnik ten aktywuje ekspresje wielu
genow, w tym kodujacych m.in. MMPs, E-kadheryng, czy czynnik transkrycyjny 3 (TCF3,
ang. transcription factor 3). Biatka te odgrywaja kluczowa role¢ w procesie przerzutowania
nowotworow. O-GIcNAcylacja stabilizuje HIF-1a, zapobiegajac jego degradacji oraz
zwigksza jego aktywnos$¢ [Ferrer i wsp. 2014, Li i wsp. 2015, Balamurugan 2016, Soni
i Padwad 2017]. Nadmierna aktywno$¢ HIF-la w komoérkach nowotworowych,
spowodowana przez O-GlcNAcylacje, moze prowadzi¢ do zwigkszenia ekspresji czynnika
wzrostu $rodblonka naczyniowego (VEGF, ang. vascular endothelial growth factor) i tym
samym prowadzac do zwigkszonej angiogenezy. Proces angiogenezy, czyli tworzenie
nowych naczyn krwiono$nych z juz istniejacych, przyczynia si¢ do zaspokojenia potrzeb
komoérek nowotworowych na tlen i substancje odzywcze, ale takze zwigksza zdolnos¢
komorek nowotworowych do przerzutowania [Lynch i wsp. 2012, Morfoisse i wsp. 2014].
Istotng role zard6wno w procesie angiogenezy, jak 1 przerzutowania komorek
nowotworowych odgrywa takze receptor transblonowy Notchl (ang. Notch homolog 1,
translocation-associated. O-GlcNAcylacja powoduje wycigcie i translokacje tego biatka do
jadra komodrkowego, gdzie reguluje ono transkrypcje szeregu gendéw, w tym tych
zaangazowanych w progresje nowotworéow [Jeon 1 wsp. 2014, Wieland i wsp. 2017,
Jackstadt i wsp. 2019]. Kolejnym biatkiem regulowanym przez O-GlcNAcylacje jest NF-
kB. Biatko to uczestniczy w odpowiedzi komorki na bodzZce stresowe oraz reguluje
proliferacje limfocytow T i produkcje cytokin. W cytoplazmie wystgepuje w formie
nieaktywnej transkrypcyjnie w potaczeniu z inhibitorem IkB (ang. inhibitor of kappa B) [Ali
I wsp. 2017, Taniguchi i Karin 2018]. NF-kxB w komorkach nowotworowych moze by¢
aktywowany przez O-GlcNAcylacje na dwa rozne sposoby. O-GlcNAcylowana moze by¢
kinaza IKKP (ang. IkB kinase B), ktora stajac si¢ w ten sposob aktywna fosforyluje IxB
powodujac jego odiaczenie 1 degradacje. Woéwczas NF-kB moze ulec translokacji do jadra
komoérkowego, gdzie dziata jako czynnik transkrypcyjny regulujacy ekspresje gendow
zaangazowanych w progresj¢ nowotworéow [Yang i wsp. 2008a, Phoomak i wsp. 2016].

O-GlcNAcylacji moze podlegaé takze sama czasteczka NF-kB. Nie wiadomo do konca
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w jaki sposob modyfikacja ta wptywa na aktywno§¢ NF-«xB, jednakze zaobserwowano, ze
brak O-GIcNAcylacji konkretnych reszt treoniny wptywat na obnizenie zdolnosci komoérek
do wzrostu. O-GIcNAcylacja NF-kB moze rowniez wywiera¢ posredni wptyw na wzrost
przerzutowania komorek nowotworowych, poniewaz zauwazono, ze modyfikacja tego
biatka wptywa na stabilizacje Snaill (ang. snail family zinc finger 1), bedacego represorem
transkrypcyjnym E-kadheryny [Ma i Hart 2013a]. O-GlcNAcylacja moze rowniez wptywaé
na regulacj¢ aktywnosci czynnika transkrypcyjnego STAT3 (ang. Signal transducer and
activator of transcription 3). Jego aktywacja jest uzalezniona od fosforylacji okre$lonych
reszt aminokwasowych. O-GlcNAcylacja umozliwia fosforylacje STAT3 na reszcie
tyrozyny w pozycji 705 (Tyr705) jednoczesnie blokujac fosforylacj¢ na reszcie seryny
W pozycji 727 (Ser727). Taki uklad modyfikacji powoduje aktywacj¢ STAT3 1 jego
translokacj¢ do jadra komorkowego, gdzie reguluje ekspresj¢ szeregu genow prowadzac do
wzrostu angiogenezy i zdolnosci komoérek nowotworowych do przerzutowania [ Wakahara

I wsp. 2012, Dubovy i wsp. 2018, Xu i wsp. 2018, Wu i wsp. 2019].
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5. Zalozenia i cel pracy

W powstawaniu i progresji nowotwordw istotng role odgrywaja czynniki epigenetyczne.
Zmiany metylacji DNA czy modyfikacji histondow moga prowadzi¢ do wyciszenia genow
zaangazowanych w regulacje cyklu komorkowego, apoptoz¢ i naprawe DNA, a takze
prowadzi¢ do angiogenezy i przerzutowania. Z tego wzgledu poznanie mechanizmoéw
zwigzanych z utrzymaniem prawidlowego wzoru modyfikacji epigenetycznych moze mie¢
ogromne znaczenie dla lepszego zrozumienia proceséw transformacji nowotworowej
I w konsekwencji przyczyni¢ si¢ do opracowania nowych metod w diagnostyce i terapii
nowotwordéw. Znaczaca role¢ w zmianach wzoru metylacji DNA, poprzez udziat
w demetylacji DNA, odgrywaja biatka TET. Oprdocz udziatu w demetylacji DNA, biatka
TET moga wpltywa¢ na modyfikacje epigenetyczne niezaleznie od swojej aktywnos$ci
enzymatycznej przez interakcje z innymi biatkami zaangazowanymi w modyfikacje
chromatyny, np. OGT. Informacje dotyczace odziatywan miedzy biatkami TET a OGT sg
dostepne w literaturze, natomiast brak jest danych dotyczacych oddzialywan miedzy
biatkami TET a OGT w komorkach nowotworowych 1 wptywie tych oddziatywan na proces

progresji nowotworow.

W zwigzku z tym celem rozprawy doktorskiej byto okres§lenie zwigzku pomigdzy ekspresja
gendw TET 1 OGT a progresja raka endometrium oraz wplywu wzajemnych oddziatywan
migdzy TET3 1 OGT na regulacj¢ ekspresji gendw zwigzanych z przej$ciem epitelialno-

mezenchymalnym oraz zdolno$¢ komorek raka endometrium do inwazji i przerzutowania.

Badania przeprowadzono wykorzystujac probki tkanki prawidtowej btony $luzowej macicy
i tkanki endometrium zmienionych nowotworowo oraz linie komérkowe raka endometrium
—HEC-1Ai Ishikawa.

Cele szczegdtowe przeprowadzonych badan:
» Analiza ekspresji genow TET1, TET2 i TET3 w probkach raka endometrium
I prawidlowych tkankach btony §luzowej macic;
» Okreslenie catkowitego poziomu 5-mC i 5-hmC oraz sprawdzenie korelacji migdzy
poziomami 5-mC i 5-hmC a ekspresja genéw TET w probkach raka endometrium

I prawidlowych tkankach btony §luzowej macicy;
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Okreslenie wptywu poziomu ekspresji genéw TET na rokowanie pacjentek z rakiem
endometrium;

Analiza ekspresji genow zaangazowanych w proces O-GIcNAcylacji - OGT i OGA,
w probkach raka endometrium,;

Analiza ekspresji genow zaangazowanych w przejscie epitelialno-mezenchymalne
(EMT) - FOXAL, FOXC1, TWIST1 i ZEB1, w probkach raka endometrium;
Okreslenie wptywu zmienionej ekspresji OGT i TET3 na ekspresje genow
zaangazowanych w EMT w liniach komoérkowych raka endometrium HEC-1A
I Ishikawa;

Okreslenie wptywu nadekspresji TET3 na ilos¢ i komorkowa lokalizacje OGT
w liniach komorkowych raka endometrium HEC-1A i Ishikawa;

Okres$lenie wspotzaleznosci miedzy TET3 1 OGT na ich zdolno$¢ wigzania si¢ do
chromatyny i modyfikacje¢ histonow w liniach komoérkowych raka endometrium
HEC-1A i Ishikawa;

Okreslenie wptywu zwigkszonej ekspresji OGT 1 TET3 na migracj¢ i inwazj¢
komorek raka endometrium HEC-1A i Ishikawa;

Sprawdzenie korelacji miedzy ekspresjg genow zaangazowanych w EMT a OGT lub

TET3 w probkach raka endometrium.
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6. Material

6.1. Material kliniczny

Materiat kliniczny otrzymano dzigki wspotpracy z prof. dr hab. n. med. Andrzejem

Bienkiewiczem z Oddzialu Klinicznego Ginekologii

Onkologicznej Uniwersytetu

Medycznego w todzi. Preparaty zostaly pobrane od pacjentek leczonych na Oddziale

Klinicznym Ginekologii Onkologicznej Szpitala im. M. Kopernika w Lodzi. Materiat do

badan zostal scharakteryzowany pod wzgledem parametrow kliniczno-patologicznych,

a jego doktadna charakterystyka zostata przedstawiona w Tabeli 1.

Tabela 1 Charakterystyka kliniczno-patologiczna preparatéw raka blony sluzowej

trzonu macicy

Charakterystyka materialu Liczba przypadkow
Tkanka prawidlowa 51
Tkanka nowotworowa 131
Stopien zaawansowania wg klasyfikacji FIGO

I 87

] 15

] 25

v 4

Stopien histologicznej ztosliwosSci

Gl 29

G2 81

G3 21

Stopien naciekania mi¢sniowki

<1/2 66

>1/2 65

Rozrost (Hyperplasia)

Nie 101

Tak 30

Zajecie wezlow chlonnych

Nie 112

Tak 19
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6.2. Linie komérkowe

W pracy wykorzystano dwie ludzkie linie komoérkowe raka endometrium: HEC-1A

i Ishikawa. Zostaly one zakupione odpowiednio w American Type Culture Collection

(ATCC) oraz w European Collection of Authenticated Cell Cultures (ECACC) poprzez

firme¢ Sigma-Aldrich.

Charakterystyka badanych linii komérkowych:

« HEC-1A — Linia komodrkowa wyizolowana w 1968 r. przez H. Kuramoto
I wspotpracownikéw. Komoérki pochodza z gruczolakoraka endometrium kobiety
w wieku 71 lat. Komoérki tworza umiarkowanie dobrze zréznicowane gruczolakoraki
odpowiadajgce rakowi endometrium (stopien II). Komorki tworzg typowe gruczolaki
brodawkowate;

+ Ishikawa — Dobrze zroéznicowana linia komoérkowa ludzkiego gruczolakoraka

endometrium pochodzaca od kobiety w wieku 39 lat.

7. Metody

7.1. Hodowla komérkowa

Komorki hodowano w nastepujacych warunkach: temperatura 37°C, atmosfera wzbogacona
w 5% CO2 oraz 90% wilgotnos¢. Hodowle komoérek prowadzono w medium hodowlanym
DMEM:F12 (Lonza, Szwajcaria). Medium dla komoérek HEC-1A bylo uzupetnione w 10%
ptodowa surowice bydleca (FBS, ang. fetal bovine serum) (Lonza, Szwajcaria), natomiast
dla komorek Ishikawa w 5% FBS. DMEM:F12 dla obu linii zawieral dodatek 2 mM
L-glutaminy. Medium w butelkach hodowlanych wymieniano co 2 dni. Pasazowanie
komorek odbywato sie co 4-5 dni w stosunku 1:6 w przypadku linii HEC-1A, natomiast
komorki linii Ishikawa pasazowano w stosunku 1:5. Do trypsynizacji wykorzystywano

roztwor 0,25% trypsyny z 0,02% EDTA (Lonza, Szwajcaria).

7.2.  Wyciszenie ekspresji TET3 i1 OGT

Ekspresja genéw TET3 i OGT zostala wyciszona przez zastosowanie Silencer® Select
SiRNA (ID: s47238 dla TET3, ID: s16093 dla OGT) (Ambion, USA). W kontroli uzyto
Silencer® Select Negative Control #1 (Ambion, USA) o sekwencji niehomologicznej do
gendw czlowieka. Transfekcje komorek przeprowadzono z uzyciem odczynnika
Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen, USA), stosujgc zalecenia producenta. Do pierwszej
z dwoch probek zawierajacych po 100 pl medium Opti-MEM (Gibco®, USA) ze
zredukowang zawarto$cig surowicy dodano 6 pl Lipofectamine™ 2000. Do drugiej

natomiast 3 ul siRNA. Po 5 minutowej inkubacji przenoszono zawarto$¢ probéwki z siRNA

37



do probowki zodczynnikiem do transfekcji. Mieszano delikatnie 1 inkubowano
W temperaturze pokojowej przez 5 minut, a nastgpnie zawarto§¢ probowki dodawano do
dotka z komorkami. Stezenie koncowe siRNA wynosito 30 nM. Efekt interferencji badano

po 48 godzinach od transfekcji.

7.3. Zwiekszenie ekspresji TET3 i OGT z wykorzystaniem wektorow plazmidowych
W celu zwigkszenia ekspresji TET3 lub OGT transfekcje komoérek przeprowadzono
z uzyciem wektora ekspresyjnego zawierajgcego gen TET3 (FH-TET3-pEF, #49446,
Addgene) lub gen OGT (pCMV6-OGT-myc, #RC224481, OriGene) stosujac
Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen, USA). Przebieg transfekcji byt analogiczny z opisang
wyzej interferencja RNA, z wyjatkiem medium, ktore pozbawione bylo surowicy
(po 3 godzinach od transfekcji zmienione zostato na zawierajace surowicg). Stosunek DNA
(ng) plazmidowego do Lipofectamine™ 2000 (ul) wynosit 1:2. Efekt nadekspresji badano
po 24 godzinach od transfekcji.

7.4. Zmiana ekspresji TET3 i OGT w réznych wariantach (kotransfekcja)
Kotransfekcja komoérek byta przeprowadzona przy uzyciu Lipofectamine™ 2000
(Invitrogen, USA), analogicznie do opisanej powyzej procedury stosowanej do interferencji
RNA 1 wuzycia wektora plazmidowego. Eksperymenty zostaly przeprowadzone
W nastgpujacych wariantach:

e pOGT/pTET3 — komorki z nadekspresjg zarowno OGT, jak i TET3;

e SIOGT/SITET3 — komorki z wyciszong ekspresjg zarowno OGT, jak | TET3;

e pOGT/SITET3 — komorki z nadekspresjag OGT i wyciszong ekspresja TET3;

e SIOGT/pTET3 — komorki z wyciszong ekspresja OGT i nadekspresja TET3.
Tak jak w przypadku pojedynczych zmian w ekspresji, tak rowniez 1 tutaj stezenie koncowe
siRNA wynosito 30 nM, a Stosunek DNA (png) plazmidowego do Lipofectamine™ 2000
(ul) wynosit 1:2 niezaleznie od stosowanego wariantu. Kontrole w eksperymentach
stanowity komorki traktowane Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen, USA). Efekt
kotransfekcji badano po 24 godzinach od transfekcji.

7.5.  Otrzymywanie lizatow komorkowych

Z pltytki hodowlanej zawierajacej badane komorki usuwano medium, dwukrotnie
przemywano stosujgc DPBS (ang. Dulbecco's phosphate-buffered saline). W kolejnym
kroku dodawano 0,25% trypsyny z EDTA, inkubowano 5 minut w temperaturze 37°C. Po
inkubacji dodano medium inaktywujacego dziatanie trypsyny (w stosunku 2:1 wzgledem

zawartosci trypsyny). Probki wirowano 2 minuty przy przyspieszeniu 700 rpm. Usuni¢to
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supernatant, osad komorkowy przemyto DPBS. Wirowano 2 minuty przy przyspieszeniu

700 rpm. Osad poddawano lizie lub mrozono w -20°C w celu pozniejszej analizy.

7.6.  lzolowanie RNA z preparatéow tkankowych

Izolowanie RNA z preparatow prawidlowych i nowotworowo zmienionych tkanek
endometrium oraz z preparatow nowotworowo zmienionych tkanek jajnika przeprowadzono
z zastosowaniem proteinazy K oraz TRI Reagentu® (Sigma Aldrich, Germany).
Rozdrobnione fragmenty badanych preparatow tkankowych zawieszono w 500 pl buforu do
trawienia, zawierajagcego 10 mM NaCl, 500 mM Tris (pH 7,6), 20 mM EDTA, 1% SDS.
Nastepnie do kazdej probowki dodano po 25 pl proteinazy K (20 mg/ml) i inkubowano
w temperaturze 50°C przez calg noc. Po trawieniu badanych preparatow tkankowych, do
lizatbw dodano 500 pl TRI Reagentu® 1 worteksowano. Po 5 minutach inkubacji
w temperaturze pokojowej dodano 200 pl chloroformu i intensywnie worteksowano.
Nastgpnie probki inkubowano przez 15 minut w temperaturze pokojowej. Po ponownym
intensywnym worteksowaniu, probki wirowano w temperaturze 4°C przez 15 minut przy
12000 x g. Faze wodng przeniesiono do nowej proboéwki typu Eppendorf i dodano 500 pl
izopropanolu, a nastgpnie probki worteksowano. Po 10 minutach inkubacji w temperaturze
pokojowej probki wirowano w temperaturze 4°C przez 10 minut przy 12000 x g. Usunigto
supernatant, a do osadu RNA dodano 1 ml 75% etanolu. Nastepnie po zworteksowaniu
probek wirowano je w temperaturze 4°C przez 5 minut przy 10000 x g. Po usunigciu
supernatantu, osad RNA suszono w temperaturze pokojowej. Do osadu dodano 20 pl wody
pozbawionej aktywnosci rybonukleaz przy pomocy DEPC (ang. diethylpyrocarbonate)
| worteksowano do catkowitego rozpuszczenia osadu RNA. Probki RNA przechowywano

w temperaturze -20°C.

7.7. Izolowanie RNA z lizatow komérkowych
Izolacje RNA z badanych komoérek wykonano stosujac zestaw EXTRACTME TOTAL RNA

firmy DNA Gdansk. Osad komoérek zawieszono w 600 pl buforu RLys z dodatkiem
2-merkaptoetanolu i worteksowano intensywnie przez 60 sekund. Supernatant przeniesiono
do minikolumny homogenizacyjnej H, zamieszczonej w probowce odbierajacej. Probki
wirowano 2 min przy 15000 x g, zachowano przesacz. Do przesgczu dodano 600 pl 96%
etanolu, mieszajac cato$¢ przez pipetowanie. Przeniesiono do minikolumny wigZace]
B umieszczonej w probdéwce odbierajacej. Wirowano 1 min przy 15000 x g. Minikolumng
przeniesiono do nowej probowki odbierajacej. Dodano do minikolumny 650 pl buforu

pluczacego RW1. Wirowano 1 min przy 15000 x g. Nastepnie dodano 650 pl buforu
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ptuczacego RW2 i wirowano 30 s przy 15 000 x g. Dodajac 500 pul RW2 i wirujac 30 s przy
15000 x g wykonano ostanie plukanie. Wirowano 2 min przy 15000 x g w celu catkowitego
usuni¢cia alkoholu. Suchg minikolumng ostroznie wyjeto z probdéwki odbierajacej
i umieszczono w jatowej probdéwce 1,5 ml typu Eppendorf. Naniesiono 20 ul buforu
elucyjnego REB centralnie na ztoze w mikrokolumnie. Inkubowano minikolumng z buforem
przez 2 min, wirowano 2 min przy 11000 x g. Usuni¢to minikolumne, wyizolowane RNA

przechowywano do czasu dalszych analiz w temperaturze -20°C.

7.8.  Spektrofotometryczna analiza czystoSci i stezenia RNA

Czysto$¢ otrzymanych preparatow RNA okreslono metoda spektrofotometryczna poprzez
dwukrotny pomiar absorbancji kazdej z probek przy dlugosci fali 260 nm i 280 nm.
Przyjetym kryterium czysto$ci RNA byla warto§¢ A260/A280 mieszczaca si¢ w granicach
1,8-2,0. Stezenie RNA w poszczegdlnych probkach okreslono na podstawie wartosci

absorbancji mierzonej przy dtugosci fali 260 nm korzystajac ze wzoru:

¢ pg/ml = Azeo x 40 pg/ml x rozcienczenie

gdzie warto$¢ 40 pg/ml oznacza stezenie jednoniciowego RNA odpowiadajace absorbancji

jednostkowej przy dtugosci drogi optycznej réwnej 1 cm.

7.9. Reakcja odwrotnej transkrypcji (RT-PCR)

Reakcje odwrotnej transkrypcji przeprowadzano przy uzyciu zestawu High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, USA) zgodnie z zaleceniami producenta.
2 ug RNA zawieszono w 10 pl wody traktowanej DEPC, a nastgpnie dodano 2 pl 10x RT
Buffer, 0,8 ul ANTP (100 mM), 2 pl 10x RT Random Primers, 1 pl MultiScribe Reverse
Transcriptase, 4,2 pl wody traktowanej DEPC. Reakcje odwrotnej transkrypcji (RT-PCR)
przeprowadzono w termocyklerze GeneAMP 2400 Thermal Cycler (PerkinElmer, USA)
wedtug nastepujacego profilu termicznego: 10 minut w temperaturze 25°C, nastgpnie 120
minut w temperaturze 37°C 1 5 minut w temperaturze 85°C. Otrzymane cDNA

przechowywano w temperaturze -20°C.

7.10. Reakcja lancuchowa polimerazy z analiza w czasie rzeczywistym (RT-PCR)

Reakcja Real Time PCR, umozliwia okre$lenie liczby kopii mRNA genu w badanej probce
poprzez okreslenie ilosci produktu powstajacego w reakcji PCR po amplifikacji cDNA
otrzymanego z RNA w reakcji odwrotnej transkrypcji po zastosowaniu specyficznych dla

badanych genéw sond wyznakowanych barwnikami fluorescencyjnymi. Przyrost iloéci
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produktow amplifikowanego genu zmierzony zostal dzigki zjawisku fluorescencji
emitowanej w wyniku degradowania sondy poprzez polimeraze¢ DNA. Na podstawie
parametru Ct (ang. copy treshold) wyznaczana jest poczatkowa ilo$¢ matrycy. Jest to
teoretyczny numer cyklu, w ktorym warto$¢é fluorescencji jest wyzsza niz przyjeta arbitralnie

warto$¢ graniczna.

Analiza ekspresji genow W materiale klinicznym zostala przeprowadzona przy uzyciu
TagMan® Gene Expression Assays (Applied Biosystems, USA). W sklad mieszaniny
reakcyjnej wchodzito 1 pl ¢cDNA, 0,5 ul 20x TagMan® Gene Expression Assays, 5 ul
TagMan® Universal PCR MasterMix (zawiera polimeraze¢ DNA TagMan®, dNTP, bufor
reakcyjny) oraz 3,5 pul wody. Reakcje Real Time PCR prowadzono w urzadzeniu
Mastercycler® ep realplex (Eppendorf, Niemcy). Profil termiczny reakcji ztozony byt
Z denaturacji wstgpnej w temperaturze 95°C przez 10 min, a nastgpnie 40 cykli
obejmujacych inkubacje przez 15 sekund w temperaturze 95°C oraz 1 min w temperaturze
60°C. Uzyskane wartosci Ct przeliczono na liczbe kopii mRNA badanych genéw na 1000

kopii mRNA genu HPRT1 w oparciu o nastgpujace zaleznosci:

ACt = Ct genu badanego — Ct genu referencyjnego
L = 1000*2-ACt

gdzie L to liczba kopii mMRNA badanego genu/1000 kopii mMRNA genu referencyjnego.

Tabela 2 Nazwy badanych genow oraz numery identyfikacyjne poszczegélnych sond
TaqMan® wykorzystanych w reakcji Real Time PCR

Nazwa genu Sonda TagMan®
FOXAl Hs04187555 m1l
FOXC1 Hs00559473 sl

HPRT1 Hs02800695_m1
MGEA5 (OGA) | Hs00201970 m1
OGT Hs00269228_m1
TET1 Hs00286756_m1
TET2 Hs00325999_m1
TET3 Hs00379125_m1
TWISTL Hs01379963 m1

ZEB1

Hs01379963_ml
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Analiza ekspresji genow TET3, OGT, FOXA1l, FOXC1, TWIST1 i ZEB1 w lizatach
komoérkowych zostala przeprowadzona przy uzyciu zestawu specyficznych par starterow
Predesigned KiCqStart Primers (Sigma, USA) i odczynnika 5x HOT FIREPol® EvaGreen®
gPCR Mix Plus (no ROX) (Solis BioDyne, Estonia)

W sktad mieszaniny reakcyjnej wchodzito 1 pl cDNA, 0,25 pl startera przedniego (ang.
forward primer), 0,25 pl startera wstecznego (ang reverse primer) — koncowe stezenie obu
starterow wynosito 125 nM, 2 ul 5x HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR Mix Plus (no ROX)
(zawiera polimeraz¢ DNA HOT FIREPoI®, 5x st¢zony bufor EvaGree®, 12,5 mM MgCly,
dNTP, barwnik EvaGreen®) oraz 6,5 pul wody. Reakcje Real Time PCR prowadzono
w urzadzeniu Mastercycler® ep realplex (Eppendorf, Niemcy). Profil termiczny reakcji
obejmowat denaturacje wstepng w 95°C przez 15 min, po ktorej nastgpowato 40 cykli
obejmujacych denaturacje w 95°C przez 15 sekund, przylaczanie starterow w 60°C przez 20

sekund oraz elongacji w 72°C przez 20 sek.

Uzyskane warto$ci Ct poczatkowo przeliczono na liczbg kopii mRNA badanych gendéw na

1000 kopii mMRNA genu HPRT1 w oparciu o nastgpujace zaleznosci:

ACt = Ct genu badanego — Ct genu referencyjnego
L =1000*2-ACt
gdzie:
L - liczba kopii MRNA badanego genu/1000 kopii mMRNA genu referencyjnego,
a nastgpnie otrzymane wyniki przeliczono na znormalizowang krotno$¢ zmiany (FC, ang.
fold change). Dla kontroli przyjeto wartosci rowne 1 1 w taki sposob zostaty przedstawione

na wykresach w dalszej cze$ci pracy.

W celu obliczenia FC dla badanych genow w probkach po zmianie ekspresji badanego

genu(-ow) korzystano ze wzoru:

FC=A/C
gdzie:
A — $rednia warto$¢ L dla badanego genu w komoérkach ze zmieniong ekspresja genu(-6w);

B — $rednia warto$¢ L dla badanego genu w komorkach kontrolnych.
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Tabela 3 Nazwy badanych genéw oraz sekwencje starterow wykorzystanych w
reakcji Real Time PCR

Dlugos¢ fragmentu

Gen Starer Sekwencja DNA po
amplifikacji [bp]

Forward GATGGAAGGGCATGAAAC

FOXAl 190
Reverse GGCATAGGACATGTTGAAG
Forward ATGGCGATTTGATTACAGAC

FOXC1 115
Reverse ATTACTGCTTAAGTGTTGCC
Forward ATAAGCCAGACTTTGTTGG

HPRT1 179

Reverse ATAGGACTCCAGATGTTTCC

oGT Forward GCATTATAAGGAGGCTATTCG 173
Reverse TATGAATGGAAGCCAGATTG

Forward ATTGCGTCGAACAAATAGTG
TET3 146
Reverse GTAGATGACCTTCTCGATCC

Forward CTAGATGTCATTGTTTCCAGAG
TWIST1 136
Reverse CCCTGTTTCTTTGAATTTGG

— Forward AAAGATGATGAATGCGAGTC 162
Reverse TCCATTTTCATCATGACCAC

7.11. lzolacja frakcji cytoplazmatycznej, nukleoplazmatycznej i chromatynowej

Izolacja kazdej z frakcji byta przeprowadzana na lodzie (4°C) 1 w obecnos$ci inhibitora
proteaz — PMSF (ang. phenylmethylsulfonyl fluoride), zgodnie z protokotem Huang i wsp.
[Huang i wsp. 2009]. Zebrane komorki ptukano jeden raz w 1X PBS (ang. phosphate-
buffered saline). Po zwirowaniu i usuni¢ciu PBS komorki zawieszano w 5 objetosciach
buforu lizujacego (10 mM HEPES (ang. (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic
acid)) pH 7,4, 10 mM KCI, 0,05% Triton X-100), homogenizowano przy uzyciu
homogenizatora Dounce’a i inkubowano przez 20 min na lodzie. Po zwirowaniu przy 14000
rpm (4°C) przez 10 min supernatant zawierajacy bialka cytoplazmatyczne przeniesiono do
nowych probowek typu Eppendorf 1,5 ml. Osad zawierajacy jadra komorkowe zostat
przeplukany jednokrotnie w buforze lizujagcym i zwirowany jak w poprzednim kroku w celu
pozbycia si¢ pozostalosci frakcji cytoplazmatycznej, a nastgpnie zostal zawieszony
W 5 objetosciach buforu o niskiej zawartosci soli (10 mM TrisHCI pH 7,4, 0,2 mM MgCly,
1% Triton X100) i pozostawiony do inkubacji na 15 min. Po zwirowaniu przy 14000 rpm
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(4°C) przez 10 min supernatant zawierajacy biatka nukleoplazmatyczne zostal przeniesiony
do nowych probowek typu Eppendorf 1,5 ml. Osad zawierajacy chromatyn¢ zostat
zawieszony w 2 objetosciach HCI 0,2 N i byt inkubowany przez 20 min. Po zwirowaniu przy
14000 rpm (4°C) przez 10 min supernatant zawierajacy frakcje chromatynowg przeniesiono
do nowych probowek typu Eppendorf 1,5 ml i zneutralizowano go taka samg obj¢toscig 1 M
TrisHcl pH 8.

7.12.  Immunoprecypitacja chromatyny

Z dotkow ptytki hodowlanej usunigto medium i przeptukano komorki uzywajac DPBS.
Nastepnie, po dodano 1% roztwér formaldehydu w DPBS i inkubowano 15 minut w celu
wytworzenia si¢ wigzan krzyzowych miedzy biatkami a DNA. Reakcje powstawania wigzan
krzyzowych przerwano poprzez dodanie roztworu glicyny do koncowego stezenia
0,125 M/dotek. Po usunig¢ciu mieszaniny dotki doktadnie przeptukano dwa razy przy uzyciu
DPBS. Nastepnie dodano bufor lizujacy (10 mM HEPES, 85 mM KCL, 0,5% Triton X-100,
1 mM PMSF) i inkubowano przez 5-10 minut. Po inkubacji komorki zostaty zdrapane
Z dotkéw, a lizaty przeniesione do proboéwek typu Falcon 15 ml. Po zwirowaniu probek przy
700 rpm (4°C) przez 2 minuty usuni¢to supernatant. Osad zawieszono w buforze lizujagcym
0 wysokim st¢zeniu soli (1X DPBS, 1% Triton X-100, 0,5% deoksycholan sodu, 0,1% SDS,
1 mM PMSF) i przeniesiono do nowych probowek typu Eppendorf 1,5 ml. Probki poddano
sonikacji przez 30 sekund w 4°C przy amplitudzie 30% z wykorzystaniem sonikatora
ultradzwigkowego (Vibra CellTM model VCX-130, USA). Po sonikacji probki zwirowano
przy 10 000 rpm (4°C) przez 10 minut, a supernatant przeniesiono do nowych probowek
typu Eppendorf 1,5 ml. W celu ustalenia ilosci przeciwcial potrzebnych do uzycia stezenie
biatka w kazdej z probek doprowadzono do takiego samego poziomu. Z kazdej probki
pobrano po 20 pl i1 przeniesiono do nowych probowek typu Eppendorf 1,5 ml (w celu
uzyskania tzw. input DNA, czyli DNA przed procesem immunoprecypitacji, stanowigcego
kontrolg negatywng w ilosciowym PCR, w tym przypadku wynosi 3,33%). Probki te zostaty
zamrozone w -20°C w celu p6zniejszego uzycia. Do probek po sonikacji dodano po 20 pl
kuleczek agarozowych pokrytych biatkiem A (Protein A-Agarose: sc2001, Santa Cruz
Biotechnology) i inkubowano na mieszadle rotacyjnym okoto 30 min w chtodni (4°C)
W celu oczyszczenia wstepnego. Po inkubacji probki zwirowano przy 5 000 rpm (4°C) przez
5 minut, a supernatant przeniesiono do nowych probéwek typu Eppendorf 1,5 ml. Probki
podzielono. Do jednej czgsci dodano okreslong ilo$¢ przeciwciala pierwszorzedowego

skierowanego przeciwko badanemu biatku, a do drugiej cze$ci dodano krélicze przeciwciata
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IgG (normal Rabbit IgG # 2729, Cell Signaling Technology®) w celu detekcji
niespecyficznych wigzan (tzw. mock 1gG - kontrola pozytywna). Probki inkubowano przez
calg noc w 4°C na mieszadle rotacyjnym. Nastepnego dnia do probek dodano 50 pl kuleczek
agarozowych pokrytych biatkiem A 1 inkubowano kolejne 2 godziny na mieszadle
rotacyjnym w 4°C, po czym probki zwirowano przy 12 000 rpm przez 20 sekund i pozbyto
si¢ supernatantu. Osad zawierajacy kuleczki agarozowe przemyto dwukrotnie buforem
lizujacym o wysokim st¢zeniu soli (12 000 rpm przez 20 sekund), a nastepnie czterokrotnie
w buforze pluczgcym (100 mM Tris-HCI pH 8, 500 mM LiCl, 1% Triton X-100, 1%
deoksycholan sodu; 12 000 rpm, 20 sekund). Wyjeto z zamrazarki probki oznaczone jako
input DNA. Do wszystkich prébek dodano 200 pl buforu elucyjnego (1% SDS, 0,1 M
NaHCO3) i inkubowano w 67°C przez 2 godziny w celu rozerwania wigzan krzyzowych
wytworzonych przez formaldehyd i uwolnienia si¢ DNA. Po zwirowaniu przy 12 000 rpm
przez 20 sekund supernatant umieszczono w nowych probéwkach typu Eppendorf 1,5 ml
I ponownie wstawiono do inkubacji w 67°C tym razem na calg noc. Nastgpnego dnia probki
zwirowano przy 10 000 rpm przez 3 minuty w celu pozbycia si¢ ewentualnych pozostatych
kuleczek agarozowych. Z powstatego w ten sposob supernatantu wyizolowano DNA
zgodnie z punktem 7.13. Otrzymany DNA wykorzystano w reakcji fancuchowej polimerazy
z analiza w czasie rzeczywistym (RT-PCR) w celu ocenienia poziomu lokalizacji

okreslonych bialek w regionach promotorowych badanych genow.
W wyniku reakcji RT-PCR uzyskano po 3 wyniki dla kazdej z prob — dla input, mock 1gG
I badanego przeciwciata. W pierwszym kroku policzono warto$¢ Ct skorygowanego inputu
(Ct(SI)) dla kazdej probki:

Ct(Sl) = Ct input — logz2R
gdzie:

R — wspotczynnik rozcienczenia, dla input 3,33% jest rowny 30,3.

Nastepnie policzono % input dla kazdej proby korzystajac ze wzoru:
% input = 100*2~(Ct(SI) — Ct(IP))

gdzie:

Ct(IP) — warto$¢ Ct dla mock IgG lub badanego przeciwciata

W kolejnym kroku od % input dla badanego genu odjeto wartos¢ % input dla mock IgG
I otrzymano pojedynczy wynik dla jednej probki, uwzgledniajacy wptyw ewentualnego tla:
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% input = % input badanego genu - % input mock 1gG

Majac pojedynczy wynik dla kazdej probki, obliczono krotno$¢ zmiany (FC, fold change)

dla prob traktowanych wzgledem prob kontrolnych:
FC =% input [T] / % input [K]

gdzie:
T — komorki traktowane

K — komorki kontrolne

Dla lepszego zwizualizowania zmian na wykresach, wyniki FC zostaly dodatkowo

przeliczone na log2FC, czyli logarytm przy podstawie 2 z krotno$ci zmiany.

Tabela 4 Charakterystyka i miano przeciwcial stosowanych podczas
immunoprecypitacji chromatyny

przeciwcialo krolika klasy IgG

Rodzaj Zastosowane
Nazwa i klasa przeciwciala : Producent
przeciwciala miano
Anti-TET3 [C3] C-term (GTX121453)
— poliklonalne przeciwciata krolika klasy | I-rzedowe 1:100 GeneTex
IgG skierowane przeciwko biatku TET3
Anti-OGT (#5368) — poliklonalne Cell
przeciwciala krolika klasy IgG I-rzedowe 1:100 Signaling
skierowane przeciwko biatku OGT Technology®
Anti-Histone H2B (glcnac S112)
(ab130951) — poliklonalne przeciwciata
krolika klasy IgG skierowane przeciwko | I-rzgdowe 1:100 Abcam
histonowi H2B z O-GIcNAcylowana
seryng w pozycji 112
Anti-Ubiquityl-Histone H2B (Lys120)
(D11) XP® (#5546) — monoklonalne Cell
przeciwcialo krélika klasy IgG I-rzgdowe 1:200 Signaling
skierowane przeciwko histonowi H2B z Technology®
ubikwitynylowang lizyng w pozycji 120
Anti-Tri-Methyl-Histone H3 (Lys4) Cell
(C42D8) #9751 — monoklonalne I-rzedowe 1:50 Signaling

Technology®
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skierowane przeciwko histonowi H3 z
trimetylowang lizyng w pozycji 4
Anti-Normal Rabbit 1gG (#2729) -

przeciwciato krolika klasy IgG, ktore nie

Cell
jest skierowane przeciwko S
o _ ) I-rzedowe 1:100 Signaling
jakiemukolwiek znanemu antygenowi
Technology®

(wykorzystywane jako kontrola do

detekcji niespecyficznych wigzan)

7.13. lzolacja DNA z probek po immunoprecypitacji chromatyny

W celu izolacji DNA supernatanty otrzymane w ostatnim etapie immunoprecypitacji
chromatyny zostaty zawieszone w 200 pul mieszaniny zawierajacej fenol/chloroform.alkohol
izoamylowy w stosunku 25:24:1. Probki doktadnie wymieszano i nast¢pnie zwirowano przy
14 000 rpm przez 20 minut. Supernatant, zawierajacy DNA (faza wodna), przeniesiono
ostroznie do nowych proboéwek typu Eppendorf 1,5 ml i dodano do niego 20 pl 5 M octanu
amonu oraz 200 ul izopropanolu. Probki inkubowano okoto 1 godziny w temperaturze
pokojowej. Po inkubacji probki zwirowano przy 14 000 rpm przez 20 minut, a supernatant
usuni¢to. Do osadu zawierajacego DNA dodano 500 pl 70% etanolu, doktadnie wymieszano
I zwirowano przy 14 000 rpm przez 30 sekund (krok ten powtarzano 3 razy). Po ostatnim
zwirowaniu supernatant ostroznie usuni¢to, a osad wysuszono w temperaturze pokojowej
lub w termobloku. Doktadnie wysuszony osad rozpuszczono w 20 ul buforu Tris/EDTA
(IMTris pH 7,5 05 M EDTA). Otrzymany w ten sposob DNA zamrozono
I przechowywano w -20°C lub wykorzystano od razu w reakcji fancuchowej polimerazy
Z analiza w czasie rzeczywistym (RT-PCR) w celu ocenienia poziomu lokalizacji

okreslonych biatek w regionach promotorowych badanych genéw.

7.14. Western Blotting

7.14.1 Przygotowanie bialek do elektroforezy

Probki lizatow komoérkowych mieszano w proporcji 2:1 z 0,9 objetosciami buforu o sktadzie:
250 mM Tris-HCI (pH 6,8) - 8% SDS — 40% glicerol — pironina oraz z 0,1 objetosci
2-merkaptoetanolu. Po 15 minutowej inkubacji w temperaturze pokojowej probki nanoszono

na zel.
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7.14.2 Elektroforeza

Rozdziat elektroforetyczny prowadzono wedlug metody Laemmliego [Laemmli 1970]
w plytkach 10% zelu poliakrylamidowego (o wymiarach 100 x 100 x 2 mm), zawierajacego
0,1% SDS i 375 mM Tris-HCI (pH 8,8), w obecnosci 3% zelu zatgzajacego zawierajacego
0,1% SDS i 125 mM Tris-HCI (pH 6,8) w uktadzie:

0,1% SDS — 192 mM glicyna — 25 mM Tris (pH 8,3). Rozdziat elektroforetyczny w zelu
zat¢zajacym przebiegal przy natezeniu pradu 25 mA na plytke. Po wejsciu w zel
rozdzielajacy rozdziat elektroforetyczny prowadzono przy nat¢zeniu pradu 35 mA na ptytke

w czasie okoto 2 godzin.

7.14.3 Transfer bialek na membran¢ Immobilonu-P

Rozdzielone w ptytkach zelu poliakrylamidowego z SDS biatka przenoszono
elektroforetycznie na membrang Immobilonu-P ($rednica porow 0,45 um) wedtug metody
Towbina i wsp. (1979). Stosowano bufor o sktadzie: 20% metanol — 192 mM glicyna —
25mM Tris (pH 8,3). Transfer prowadzono przez 16 godzin przy napigciu 55 V

w temperaturze 4°C.

7.14.4 Barwienie bialek po elektrotransferze
Unieruchomione na membranie Immobilonu-P biatka barwiono 0,2% roztworem Ponceau S
w 3% kwasie octowym przez 5 minut w temperaturze pokojowej. Nadmiar barwnika
odptukiwano woda, az do momentu pojawienia si¢ widocznych pasm biatek, co pozwolito
na kontrole elektrotransferu. Rozdzielone biatka ulegaty odbarwieniu podczas inkubacji

Z roztworem odczynnika blokujacego.

7.145 Immunodetekcja bialek metoda chemiluminescencji

Identyfikacje immunochemiczng, unieruchomionych na membranie Immobilonu-P bialek,
prowadzono wedtug schematu:

1) blokowanie wolnych miejsc na membranie Immobilonu-P poprzez godzinng inkubacje
W roztworze o sktadzie: 0,05 M Tris-HCI — 0,15 M NaCl — 0,03% Tween 20, pH 7,5
(TBS-0,03% Tween 20);

2) usunigcie nadmiaru odczynnika blokujgcego przez trzykrotne przemycie membrany
roztworem TBS-0,01% Tween 20, zmiany co 10 minut;

3) inkubacja z przeciwciatami pierwszorzedowymi (rozcienczonymi w odpowiednim
stosunku roztworem TBS-0,01% Tween 20) podczas 2 godzin w temperaturze

pokojowej; charakterystyke przeciwciat pierwszorzgdowych podano w Tabeli 2;
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4) odptukanie nadmiaru przeciwcial przez trzykrotne przemycie membrany roztworem
TBS-0,01% Tween 20, zmiany co 10 minut;

5) inkubacja z przeciwcialami drugorzedowymi, skompleksowanymi z peroksydaza
chrzanu (rozcienczonymi roztworem TBS-0,01% Tween 20 w odpowiednim stosunku)
podczas 1godziny w temperaturze pokojowej; charakterystyke przeciwciat
drugorzedowych podano w Tabeli 2;

6) odptukanie nadmiaru przeciwcial przez szesciokrotne przemycie membrany roztworem
TBS-0,01% Tween 20, zmiany co 5 minut;

7) identyfikacja antygenu metoda chemiluminescencji po przeprowadzeniu reakcji
enzymatycznej w 10 ml §wiezo przygotowanego roztworu o sktadzie: 100 mM Tris-HCI
(pH 8,6) — 0,05% luminol — 0,01% kwas p-kumarowy — 0,03% H202

8) utrwalenie chemiluminescencji membrany przez zaciemnienie kliszy rentgenograficznej.

Wszystkie inkubacje przeprowadzono ze stalym mieszaniem na uchylnej wytrzasarce,

z wyjatkiem koncowego etapu uwidocznienia antygenu.

Tabela 5 Charakterystyka i miano przeciwcial stosowanych podczas immunodetekcji

: . Rodzaj Zastosowane
Nazwa i klasa przeciwciala .. . Producent
przeciwciala miano

anti-DDDDK tag [F-tag-01] (ab18230)
— monoklonalne przeciwciata myszy
klasy IgG skierowane przeciwko biatku | I-rzedowe 1:2500 Abcam
fuzyjnemu zawierajacego sekwencje
DYKDDDDK
anti-lamin A/C (sc-376248) —

monoklonalne przeciwciala myszy Santa Cruz
) ) I-rzgdowe 1:2500 )
klasy 1gG skierowane przeciwko Biotechnology
laminie A/C
anti-OGT (#5368) — poliklonalne S
Cell Signaling
przeciwciata krolika klasy IgG I-rzgdowe 1:2000
. ' ‘ Technology®
skierowane przeciwko biatkku OGT
anti-Histone H3 ChIP Grade (ab1791)
— poliklonalne przeciwciato krolika
I-rzgdowe 1:2500 Abcam

klasy 1gG skierowane przeciwko

histonowi H3

49



anti-p-actin (sc-4778) — monoklonalne
o Santa Cruz
przeciwciala myszy klasy IgG I-rzgdowe 1:5000 )
_ ' _ Biotechnology
skierowane przeciwko B-aktynie

goat anti-mouse 1gG (sc-2005) -

poliklonalne przeciwciata kozy
Santa Cruz
skompleksowane z peroksydaza Il-rzedowe 1:5000 ]
_ i Biotechnology
chrzanu skierowane przeciwko

immunoglobulinom myszy klasy 1gG
goat anti-rabbit 1gG (#7074) —

poliklonalne przeciwciata kozy ) )
Cell Signaling
skompleksowane z peroksydaza Il-rzedowe 1:5000
) ] Technology®
chrzanu skierowane przeciwko

immunoglobulinom krolika klasy IgG

7.15. OkreSlenie potencjalu komorek do migracji — ,,Wound healing assay”

Komorki po wysianiu na ptytki 12-dotkowe i potraktowaniu byty hodowane do momentu
otrzymania okoto 90% konfluencji. Na okoto 3 - 4 godziny przez wykonaniem testu medium
hodowlane byto zmieniane na §wieze medium bez surowicy, aby zatrzymaé tempo wzrostu
komorek (zmniejszony bedzie woéwczas wptyw podziatu i wzrostu komoérek na zarastanie
pustego obszaru po zadrapaniu). Zadrapania byly wykonane przy uzyciu koncowki do pipety
na 200 pl. Po wykonaniu zadrapania dotki byty przeptukiwane dwukrotnie medium bez
surowicy w celu pozbycia si¢ plywajacych komoérek. Komorki hodowano w medium bez
surowicy w przeciggu trwania calego eksperymentu. Zadrapania byty obserwowane pod
mikroskopem optycznym i fotografowane przy uzyciu aparatu fotograficznego
kompatybilnego z mikroskopem. Pierwsze zdj¢cie zrobiono od razu po wykonaniu zadrapan
(Oh). Kolejne zdjecia zrobiono po 24 godzinach (24h) i po 48 godzinach (48h). Przed

kazdym wykonywaniem zdj¢¢ medium byto zmieniane na §wieze.

7.16. OkKkreslenie potencjalu komorek do migracji i inwazyjnosci — ,,Transwell assay”
Zaréwno okreslenie potencjatu komorek do migracji i inwazyjnosci byty wykonywane przy
uzyciu specjalnych insertoéw Millicell™ (Merck Millipore) o wielkosci porow 8 pm
I przeznaczonych do 24-dotkowych ptytek hodowlanych. Komorki transfekowano dzien
przed wysianiem na inserty. Po 24 godzinach od potraktowania komorki trypsynizowano

i wysiewano na inserty w liczbie 2,5x10° na insert w medium bez surowicy. W dotkach
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ptytki hodowlanej pod insertami znajdowalo si¢ medium z 20% surowica petnigce role
chemoatraktanta. Komoérki byly hodowane w insertach przez 48 godzin. Jedyna réznica
w przypadku sprawdzenia potencjatu inwazyjnosci komorek byto pokrycie insertow
specjalng zelatynowg mieszaning biatek Matrigel® Matrix Basement Membrane (Corning,
USA). Inserty zostaty pokryte Matrigelem 24 godziny przed eksperymentem i inkubowane
w 37°C, aby zel zdazyt stezec.

Po zakonczeniu hodowli usuwano medium z insertéw 1 przeplukiwano je dwukrotnie
poprzez zanurzenie w zlewce z DPBS. Nastepnie inserty uktadano w czystej ptytce
hodowlanej 12-dotkowej i zalewano 3,7% roztworem formaldehydu w DPBS i inkubowano
przez 2 min w temperaturze pokojowej. Roztwor formaldehydu wylewano, a inserty
przeptukiwano dwukrotnie poprzez zanurzenie w zlewce z DPBS. W celu permabilizacji
komorek inserty zalewano 100% metanolem i inkubowano przez 20 min. W temperaturze
pokojowej. Metanol wylewano, a inserty przeptukiwano dwukrotnie poprzez zanurzenie
w zlewce z DPBS. Ostatni krok stanowila inkubacja insertéw w barwniku Giemsy przez
15 min w temperaturze pokojowej w celu wybarwienia komorek. Po inkubacji w barwniku
komorki przeptukiwano dwukrotnie poprzez zanurzenie w zlewce z DPBS 1 przy uzyciu
patyczka higienicznego pozbywano si¢ komodrek z wewnetrznej czedci insertu. Tak
przygotowane inserty uktadano na szkietku podstawowym, a nastepnie obserwowano pod
mikroskopem optycznym i fotografowano przy uzyciu aparatu fotograficznego

kompatybilnego z mikroskopem.

7.17. Analiza statystyczna

Analize istotno$ci réznic w poziomie ekspresji gendéw w preparatach klinicznych raka
endometrium przeprowadzono przy uzyciu nieparametrycznych testow: testu U Manna-
Whitneya lub testu Kruskala-Wallisa (wraz z testem post-hoc Dunna) w zaleznos$ci od liczby

badanych grup. Wartos¢ p<0,05 przyjeto jako statystycznie istotng.

W przypadku eksperymentéw przeprowadzanych z wykorzystaniem linii komorkowych
wykorzystano test t-Studenta dla prob niezaleznych celem poréwnania grup. Warto$¢ p<0,05

przyjeto jako statystycznie istotna.
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8. Omowienie wynikow badan prac wchodzacych w sklad rozprawy doktorskiej

Wyniki badan prowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej zostaly w wickszosci
zamieszczone w dwoch opublikowanych artykutach eksperymentalnych (Zalaczniki 1-3)
Wyniki badan, ktore nie zostaly opublikowane, ale zostaly omowione w niniejszej pracy
znajdujg si¢ w Zalaczniku 4. Ponizej znajduja si¢ dane bibliograficzne publikacji
omawianych w ramach rozprawy doktorskiej. Kopie publikacji znajduja si¢ w rozdziale
Zalaczniki. Zawarte w dalszych podrozdziatach zawierajagcych wyniki 1 w rozdziale

Dyskusja odnosniki do rysunkow lub tabel dotyczg omawianych publikacji i zatgcznikow.

+ Publikacja 1 (Zalacznik 1):

Ciesielski, P., Jozwiak, P., Wojcik-Krowiranda, K., Forma, E., Cwonda, L., Szczepaniec, S.,
Bienkiewicz, A., Brys, M., & Krzeslak, A. (2017). Differential expression of ten-eleven
translocation genes in endometrial cancers. Tumour biology: the journal of the
International Society for Oncodevelopmental Biology and Medicine, 39(3),
1010428317695017. https://doi.org/10.1177/1010428317695017

IF =3,73; punkty MNiSW = 100

« Publikacja 2 (Zalacznik 2 + Zalacznik 3 zawierajacy Supplementary data):

Ciesielski, P., Jozwiak, P., Forma, E., & Krze$lak, A. (2021). TET3- and OGT-Dependent
Expression of Genes Involved in Epithelial-Mesenchymal Transition in Endometrial
Cancer. International  journal of molecular  sciences, 22(24), 13239.
https://doi.org/10.3390/ijms222413239

IF = 6,208; punkty MNiSW = 140

+* Wryniki badan, ktore nie zostaly zamieszczone w publikacjach (Zalacznik 4)
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8.1. Ekspresja TET1, TET2i TET3 w raku endometrium

Poziomy ekspresji genow TETI1, TET2 i TET3 w probkach raka endometrium
i prawidlowych tkankach blony $luzowej macicy oceniano za pomoca ilosciowej analizy
PCR w czasie rzeczywistym i skorelowano z danymi klinicznymi i patomorfologicznymi
(Zatacznik 1, Figure 1). Analiza wykazata, Ze $rednie ekspresje mRNA TET1 i TET2 byty
znacznie nizsze w probkach raka niz w probkach prawidtowych tkanek. W guzach bardziej
zaawansowanych, sklasyfikowanych jako stadium Il i 1V, ekspresja TET1 i TET2 byta
nizsza niz w guzach mniej zaawansowanych, co odpowiadalo pierwszemu i drugiemu
stadium wedhlug klasyfikacji FIGO (Zatacznik 1, Figure 1a). Nie byto znaczacych roznic
(p>0, 05) w ekspresji TET1 i TET2 migdzy guzami o r6znym stopniu ztosliwosci (Zatacznik
1, Figure 1b). Jednakze ekspresje TET1 i TET2 byly nizsze w guzach, ktore wykazywaty
zdolno$¢ do przerzutow do regionalnych wezidw chlonnych w poréwnaniu z rakami bez
przerzutow (Zatacznik 1, Figure 1) W przeciwienstwie do wynikow uzyskanych dla TET1
I TET2, wzgledna ekspresja TET3 byla wyzsza w probkach raka w pordwnaniu z tkankami
prawidlowymi. Nie byto istotnych réznic (p >0,05) w ekspresji TET3 miedzy guzami na
réznych etapach rozwoju zgodnie z klasyfikacja FIGO, ale ekspresja TET3 wykazywata
tendencj¢ do wzrostu wraz ze wzrostem stopnia histologicznej zto§liwosci guza (Zatacznik
1, Figure 1la i 1b). Analiza nie wykazala istotnych roznic (p > 0,05) w ekspresji wszystkich
trzech genow TET pomiedzy probkami, w ktorych naciek nie przekraczat potowy grubosci
migsniowki (<1/2), a tymi, w ktorych naciek obejmowat ponad potowe grubosci migsni
(>1/2). Stwierdzono statystycznie istotny spadek ekspresji TET1 w probkach guzéw
charakteryzujacych si¢ wspdtwystepowaniem hiperplazji w porownaniu z tymi, w ktorych

nie stwierdzono nadmiernego wzrostu (p <0,05).
8.2. Korelacja miedzy poziomami 5-mC i 5-hmC a ekspresja TET

Probki raka endometrium wykazywatly nieznacznie podwyzszony poziom 5-mC i obnizony
poziom 5-hmC w poréwnaniu z probkami kontrolnymi. Jednak zaréwno poziomy 5-mC, jak
I 5-hmC nie wykazaty istotnego zwigzku z parametrami kliniczno-patologicznymi, takimi
jak stadium nowotworu, stopien histologicznej ztosliwosci i przerzuty do weztéw chlonnych
(Zatacznik 4, Figure D1 i Figure D2). Procent 5-hmC w catym DNA (5-hmC%) byt
skorelowany ze wzgledng ekspresja TET1, TET2 i TET3 w tej samej probcee.
Zaobserwowano dodatnig korelacje migdzy 5-hmC% a wzgledng ekspresja TET1
(r=0,3755) 1 TET2 (r=0,3184), ale nie zaobserwowano korelacji w przypadku TET3
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(Zatacznik 1, Figure 2). Nie zaobserwowano statystycznie istotnej korelacji miedzy
ekspresja gené6w TET a poziomem metylacji DNA (Zatacznik 4, Figure D3).

8.3. Ekspresja TET1 a rokowanie pacjentek z rakiem endometrium

66 pacjentek z rakiem endometrium, ktore przeszty operacj¢ przed marcem 2011 r.,
podzielono na podgrupy o wysokiej i niskiej ekspresji TET1, TET2 lub TET3, stosujac ich
mediang wartos$ci ekspresji jako punkt odcigcia. Analiza przezycia Kaplana-Meiera zostata
wykorzystana do oszacowania predykcyjnego wplywu ekspresji TET1, TET2 i TET3 na
catkowite przezycie. Roznice przezycia catkowitego w przypadku TET2 i TET3 nie byty
istotne statystycznie. Analiza Kaplana-Meiera wykazata, ze pacjentki w grupie z niska
ekspresja TET1 mialy istotnie krotsze catkowite przezycie niz w grupie z wysokg TET1
(przezycie 5-letnie, test log-rank, p<0,04) (Zatacznik 1, Figure 3). Aby oceni¢, czy
ekspresja TET1 stanowi niezalezny wskaznik prognostyczny w raku endometrium, wptyw
kazdej zmiennej na przezycie okreslono za pomoca analizy regresji Coxa. Analizy
jednoczynnikowe ujawnily, ze ekspresja TET1, stopien zaawansowania FIGO, stopien
histologicznej ztosliwosci, wielko$¢ guza i1 stan weztow chlonnych byty istotnie zwigzane
z catkowitym przezyciem (Zatacznik 1, Tabela 2). Zmienne, ktore istotnie korelowaty
Z przezyciem w analizie jednoczynnikowej, zostaly dalej ocenione za pomoca analizy
wielowymiarowej. Wyniki analizy wieloczynnikowej potwierdzity, ze ekspresja TET1 byta
niezaleznym czynnikiem prognostycznym przezycia catkowitego z rakiem endometrium
(wspotczynnik ryzyka: 0,509, 95% przedziat utnosci (95% CI)=0,127-0,779, p=0,038)
(Zatacznik 1, Tabela 2).

8.4. Ekspresja genéw kodujacych bialka zaangazowane w proces O-GIcNAcylacji
(OGT i OGA) w raku endometrium

Poziomy ekspresji genéow OGT i OGA (MGEA5) w probkach raka endometrium
I prawidtowych tkankach btony $luzowej macicy oceniano za pomocg ilosciowej analizy
PCR w czasie rzeczywistym i skorelowano z danymi klinicznymi i patomorfologicznymi.
Analiza nie wykazata roznic w ekspresji genu OGT (Zalacznik 4, Figure D4), natomiast
odnotowano statystycznie istotny spadek (p<0,05) ekspresji genu OGA wraz ze wzrostem
stopnia zaawansowania nowotworu oraz w przypadku tkanek nowotworowych, w ktorych

zostato stwierdzone zajgcie weztow chtonnych (Zatacznik 4, Figure D5).
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8.5. Ekspresja genéw EMT w raku endometrium

Poziomy ekspresji gendw zaangazowanych w zaangazowanych w przej$cie epitelialno-
mezenchymalne EMT (FOXA1, FOXC1, TWIST, ZEB1) w probkach raka endometrium
i prawidlowych tkankach blony $luzowej macicy oceniano za pomocg ilosciowej analizy

PCR w czasie rzeczywistym i skorelowano z danymi klinicznymi i patomorfologicznymi.

Analiza ekspresji wykazata, ze wraz ze wzrostem stopnia zaawansowania klinicznego
nowotworu maleje wzgledna ekspresja ZEB1. W preparatach okreslonych jako II+IV
stopien zaawansowania nowotworu ekspresja genu ZEB1 byta istotnie nizsza (p<0,05) niz
w preparatach sklasyfikowanych jako I stopien zaawansowania nowotworu (Zatacznik 3,
Figure S4). Ekspresja ZEB1 byta takze nizsza w przypadku nowotworow, w ktorych zostato

stwierdzone zajecie weztow chtonnych (Zatacznik 3, Figure S4).

Nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic w ekspresji genow FOXAL (Zatacznik 4,
Figure D6), FOXC1 (Zatacznik3, Figure S2) i TWIST1 (Zatacznik 3, Figure S3). Mozna
jednak zauwazy¢ pewng tendencj¢ do obnizonej ekspresji genow FOXALl i FOXC1
w przypadku bardziej zaawansowanych nowotworéow (Zatacznik 3, Figure S2; Zatacznik 4,
Figure D6).

8.6. Wplyw OGT i TET3 na ekspresje¢ genow zaangazowanych w EMT

Przeanalizowano wptyw zmian ilo§ci OGT 1 TET3 na ekspresje gendéw zaangazowanych
W przejscie epitelialno-mezenchymalne (FOXAL, FOXC1, TWIST, ZEB1) w komorkach
raka endometrium. Ekspresje TET3 i OGT zmieniono przez traktowanie komoérek HEC-1A
i Ishikawa wektorami plazmidowymi lub siRNA (Zatacznik 2, Figure la-d). Ekspresje¢
analizowano w komorkach z niezmieniong ekspresja OGT i TET3 (kontrola), komoérkach
z nadekspresja TET3 (pTET3), komorkach z nadekspresja OGT (pOGT) i komorkach
z nadekspresja zar6wno OGT, jak 1 TET3 (pTET3/pOGT) oraz komorkach
kotransfekowanych wektorem plazmidowym i sSiRNA (pOGT i SiTET3).

Zmiany w ekspresji TET3 i OGT wptynely na ekspresjg FOXC1, TWIST1 i ZEB1, ale nie
wplynety znaczaco na ekspresje FOXAL. Nadekspresja TET3 i OGT spowodowata spadek
ekspresji FOXC1 w komorkach HEC1A i wzrost ekspresji tego genu w komorkach Ishikawa.
Wydaje si¢, ze TET3 i OGT maja odwrotny wplyw na ekspresj¢ TWIST1 zaréwno
w komorkach HEC1A, jak i Ishikawa, tj. TET3 powoduje zmniejszong ekspresje, a OGT
powoduje zwigkszong ekspresj¢. Na ekspresje ZEB1 wptyneta gtownie OGT, zwtaszcza

w komorkach Ishikawa. Kiedy zarowno TET3, jak i OGT ulegaly nadekspres;ji, najcickawsze
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wyniki zaobserwowano dla TWIST1. Wydaje si¢, ze TET3 przeciwdziata wzrostowi
ekspresji TWIST1 spowodowanemu przez OGT. W przypadku ZEB1 jednoczesna
nadekspresja OGT i TET3 daje takie same wyniki jak nadekspresja samego OGT. Aby
potwierdzi¢ wyniki wptywu TET3 i OGT na te geny, przeanalizowano réwniez ekspresje
genow w komorkach traktowanych siRNA specyficznymi dla TET3 lub OGT (Zatacznik 3,
Figure S1). Uzyskane dane z eksperymentow z uzyciem siRNA potwierdzaja uzyskane

wyniki z eksperymentow z nadekspresja.

8.7.  Wplyw nadekspresji TET3 na ilos¢ i komorkowgq lokalizacje OGT w komoérkach

raka endometrium

Ze wzgledu na to, ze zgodnie z danymi literaturowymi [1to i wsp. 2014] wzajemne interakcje
migdzy TET3 a OGT moga wplywac na stabilno$¢ i lokalizacje¢ wewnatrzkomorkowa OGT
przeanalizowano wptyw deregulacji ekspresji TET3 na ekspresje 1 lokalizacje OGT we
frakcji jadrowej w komorkach endometrium. W komorkach HEC-1A i Ishikawa
traktowanych siRNA TET3 Iub plazmidowym DNA analizowano ekspresje OGT.

Poziomy mRNA 1 biatka OGT w komorkach z wyciszong ekspresja TET3 1 nadekspresja
TET3 nie zmienity si¢ (Zatacznik 2, Figure 2a i 2b). Nadekspresja TET3 rowniez nie
wptyneta na lokalizacje OGT. Nie bylo réznicy w globalnej cytoplazmatycznej i jadrowe;j
ilosci OGT migdzy komorkami kontrolnymi a komorkami z nadekspresja TET3 (Zatacznik
2, Figure 2c¢). Ponadto, komorki kontrolne i komorki traktowane wektorem transkrypcyjnym
frakcjonowano w celu uzyskania frakcji chromatyny. Wyniki wykazaty, ze nadekspresja

TET3 nie wplyngta na lokalizacje OGT we frakcji jadrowej (Zatacznik 2, Figure 2d).

8.8.  Wspolzalezno$s¢ miedzy TET3 i OGT na ich zdolno$¢ wiazania si¢ do

chromatyny i modyfikacje¢ histonow

Poniewaz zaréwno deregulacja TET3, jak i OGT miata znaczacy wpltyw na ekspresje
FOXC1, TWIST i ZEB1, zbadano zdolno$¢ wigzania si¢ biatek TET3 i OGT do regionow

chromatyny zwigzanych z tymi genami.

Wyniki pokazaty, ze zarowno TET3, jak 1 OGT wigzaly si¢ z chromatyng w regionach
promotorowych genéow EMT w komorkach HEC-1A i Ishikawa (Zatacznik 2, Figure 3a
i 3b). Nadekspresja TET3 lub OGT w obu typach komoérek spowodowala zwigkszone
wigzanie z chromatyng, natomiast zastosowanie siRNA (TET3 i1 OGT) spowodowato
zmniejszenie wigzania z chromatyng w poréwnaniu z kontrolg. Przeanalizowano wpltyw

nadekspresji lub zmniejszonej ekspresji OGT i TET3 na ich iloéci (OGT Iub TET3)
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w chromatynie zwigzanej z FOXC1, TWIST1 i ZEB1. W komoérkach HEC-1A nadekspresja
OGT zmienila znaczaco wigzanie przeciwciata anty-TET3 tylko w przypadku ZEB1, ale
nadekspresja TET3 zmniejszyta wigzanie przeciwciata anty-OGT z chromatyng w regionach
wszystkich trzech gendow. Nadekspresja TET3 w komorkach Ishikawa byla zwigzana ze

zwigkszonym wigzaniem przeciwciata anty-OGT z regionem FOXC1 i TWIST1.

Modyfikacje histonéw analizowano tylko w komoérkach z nadekspresja OGT lub TET3
(Zatgcznik 2, Figure 4). Ogolnie nadekspresja OGT powodowata zwigkszong
O-GlcNAcylacje histonu H2B i trimetylacje lizyny 4 histonu H3 (Zatgcznik 2, Figure 4a-d).
Jedynym wyjatkiem byt region FOXC1, w ktéorym metylacja bytla zmniejszona po
nadekspresji OGT. Nadekspresja TET3 powodowata ogdlnie zmniejszong O-GIlcNAcylacje
1 ubikwitynacje histonu H2B oraz metylacj¢ histonu H3 w przypadku wszystkich
analizowanych genéw (Zatacznik 2, Figure 4b i 4f). Wyjatkiem byta zwickszona
O-GlcNAcylacja, metylacja i ubikwitynacja histonéw w regionie FOXC1 w przypadku
komorek Ishikawa, z nadekspresja TET3. Zatem OGT i TET3 miaty podobny wplyw na
metylacj¢ H3K4 w komorkach HEC-1A i Ishikawa. Zwigkszona metylacja H3K4 byta
zwigzana ze zwigkszong ekspresjag FOXC1.

8.9.  Wplyw zwiekszonej ekspresji OGT i TET3 na migracje i inwazje komorek raka

endometrium

W celu oceny zdolnosci migracji 1 inwazji komorek raka endometrium z nadekspresjag OGT
I TET3 (Zatacznik 2, Figure 5) zastosowano odpowiednio test zarastania rysy oraz test

transwell Boyden chamber assay.

Interesujgcym jest, ze efekt nadekspresji TET3 i OGT w komoérkach HEC-1A byt odwrotny
niz w przypadku komorek Ishikawa. W komorkach HEC-1A nadekspresja TET3 i OGT
spowodowata zmniejszong migracje¢ 1 inwazj¢. Potencjat migracyjny komorek kontrolnych
Ishikawa (niemodyfikowanych) byt bardzo maly i nieznacznie wzrastal po nadekspresji
OGT lub TET3. Wyniki testow w komorze Boydena wykazaty, ze zarOwno migracja, jak
I inwazja komorek byly znaczaco zwigkszone po koekspresji OGT i TET3.

8.10. Korelacje miedzy ekspresja genéw EMT a OGT lub TET3 w raku endometrium

W celu zbadania, czy OGT i TET3 byty zwigzane z ekspresja genéw EMT (TWIST1, FOXC1
i ZEB1) w raku endometrium, przeanalizowano korelacje miedzy ekspresjami OGT lub
TET3 a ekspresjami tych wybranych genéw EMT w 131 probkach tkanek raka endometrium
przy uzyciu iloSciowego PCR (Zalacznik 2, Figure 6). Geny te zostaly wytypowane ze
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wzgledu na to, ze w przypadku komorek raka endometrium zmieniona ekspresja zarowno
TET3, jak i OGT miata znaczacy wptyw na ekspresje wiasnie TWIST1, FOXC1 i ZEB1.
Wyniki wykazaly istotng umiarkowang korelacje miedzy ekspresja OGT a TWIST1

(r=0,427) lub ZEBL1 (r = 0,479). Wystgpita rowniez staba korelacja miedzy TET3 a FOXC1
(r=0,229) i TWISTL (r = 0,247).
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9. Dyskusja

Wigkszo$¢ dotychczasowych badan dotyczacych bialek TET skupiata si¢ na ich zdolnosci
do utatwiania demetylacji DNA poprzez wytwarzanie 5-hmC. Jednakze od niedawna
wiadomo, ze biatka TET moga réwniez wptywac na modyfikacje chromatyny i ekspresje
gendw niezaleznie od ich aktywnos$ci enzymatycznej. Sugeruje si¢, ze poszczegdlne biatka
TET poprzez interakcje z innymi biatkami, np. OGT, moga posrednio zmienia¢ ekspresje
okre$lonych genow, m.in. tych zaangazowanych w przejscie epitelialno-mezenchymalne
(EMT, ang. epithelial-mesenchymal transition) [Bauer i wsp. 2015, Lian i wsp. 2016].
Przejscie epitelialno-mezenchymalne jest kluczowym etapem w rozwoju nowotworow,
w wyniku ktérego komorki epitelialne nabieraja fenotypu mezenchymalnego. EMT
zwigzane jest ze wzrostem inwazyjnosci 1 przerzutowania, co przyczynia si¢ do przemiany
guzow tagodnych w nowotwory ztosliwe. Podczas EMT komorki nabtonkowe podlegaja
transformacji, polegajacej na zmianie polaryzacji komorek, ktéra prowadzi do zaniku
uporzadkowania charakterystycznego dla tkanki nabtonkowej oraz zmniejszenia zdolnosci
adhezyjnych komorek [Thiery i wsp. 2009, Lu i Kang 2019, Sadtecki i wsp. 2020]. Na proces
EMT moga mie¢ wplyw czynniki epigenetyczne, modyfikujace chromatyn¢ zar6wno na
poziomie DNA, jak i histonéw. Czynniki transkrypcyjne takie jak TWIST i ZEB moga
wptywaé na EMT poprzez rekrutacje do chromatyny réznych kompleksow modyfikujacych
chromatyne i wptywajacych na regulacj¢ ekspresji genéw [Asakura i wsp. 2015, Xie i wsp.
2017]. Innym przyktadem sa czynniki transkrypcyjne z rodziny FOX (ang. Forkhead
transcription factors), ktore zaangazowane sg w regulacj¢ proliferacji komorek, apoptoze,
angiogeneze, jak rowniez majg wplyw na progresje nowotworow poprzez kontrolowanie

ekspresji genow kodujacych biatka bioragce udziat w EMT [Elian i wsp. 2017].

Wyniki badan przeprowadzonych z wykorzystaniem pobranych od pacjentek probek raka
endometrium, podobnie jak w przypadku wigkszosci innych nowotworow ztosliwych,
wykazaly obnizong ekspresj¢ TET1 i TET2 w nowotworach w poréwnaniu z probkami
tkanki prawidlowej. Zaobserwowanie wyzszego poziomu ekspresji TET3 w nowotworach
w porownaniu z tkankami kontrolnymi kontrastuje z wynikami wiekszosci wezesniejszych
badan dotyczacych nowotworow zto§liwych, w tym rowniez raka endometrium [Roca i wsp.
2016], ktore wykazywaly zwykle nizszg ekspresje mRNA wszystkich genow TET. Wyjatek
stanowil m.in. rozlany wewngtrzny glejak mostu, gdzie ekspresja zardéwno TET1, jak i TET3
byta zwigkszona w porownaniu z tkanka prawidtowa, jak rowniez ptaskonabtonkowy rak

przetyku, w przypadku ktorego obserwowano wyzsza ekspresje TET3 niz w sparowanej
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probee kontrolnej btony sluzowej przetyku. Ponadto badania wykazaty dodatnig korelacje
poziomu 5-hmC z ekspresjg TET1 i TET2, ale nie TET3. Wczesniejsze badania ludzkich
nowotworow wykazaty rowniez, ze biatka TET nie byly w rownym stopniu zaangazowane
w hydroksylacj¢ 5-mC. Na przyktad Du i wsp. stwierdzili, ze w raku zoladka catkowity
poziom 5-hmC byty istotnie i dodatnio skorelowany z ekspresjg TET1, ale nie z TET2 lub
TET3 [Du i wsp. 2015]. Obnizona ekspresja TET, a zwlaszcza TET2, wydaje si¢ by¢
kluczowym mechanizmem odpowiedzialnym za obnizony poziom 5-hmC w czerniaku i raku
ptaskonabtonkowym przetyku. Doktadna funkcja kazdego biatka TET w regulacji poziomu
5-hmC jest nadal niejasna. Ostatnie badania sugeruja, ze wszystkie biatka TET hydroksyluja
5-metylocytozyne, ale tylko TET2 i TET3 biorg udzial w kaskadzie demetylacji DNA.

Obnizone poziomy 5-hmC stwierdzono w wielu guzach litych, w tym w glejakach,
czerniakach, raku piersi, jelita grubego, watroby, pluc, prostaty i trzustki. Stwierdzono, ze
niski poziom 5-hmC koreluje z czasem przezycia catkowitego W przypadku glejaka,
czerniaka, raka piersi i watroby. Wyniki wielu badan sugeruja, ze obnizony poziom 5-hmC
jest zwigzany ze zmniejszong ekspresjg TET [Jin i wsp. 2011, Kudo i wsp. 2012, Liu i wsp.
2012, Yang i wsp. 2013].

W migsniakach gtadkokomoérkowych macicy, ktore sg tagodnymi guzami migéni gtadkich
blony migsniowej macicy Navarro i wsp. stwierdzili wyzsza ekspresj¢ TET1 i TET3, ale nie
TET2, zarowno na poziomie mRNA, jak i biatka, w mig$niaku gltadkokomérkowym
W poréwnaniu z prawidlows tkanka migsniowki macicy. Wykazali réwniez, ze wigksza
ekspresja TET1 i TET3 w migsniaku gladkokomorkowym byta zwigzana ze wzrostem
poziomu 5-hmC [Navarro i wsp. 2014]. W raku jajnika zaobserwowano obnizong ekspresje
TET3, ktéra to zdaje si¢ petni¢ funkcje supresorowg w przypadku tego nowotworu biorgc
udziat w demetylacji genu prekursora miR-30d oraz zablokowaniu indukowanego przez
TGF-B1 przejscia epitelialno-mezenchymalnego [Ye i wsp. 2016]. Zmniejszenie ekspresji
TET3 w tkance nowotworowej w stosunku do tkanki kontrolnej zaobserwowano rowniez
w przypadku raka szyjki macicy (stadium I11) [Bronowicka-Ktys i wsp. 2017] oraz w raku
jelita grubego [Van Damme i wsp. 2016]. Dodatkowo, Misawa i wsp. (2018) zauwazyli, ze
metylacja TET3 byta silnie powigzana ze staba przezywalnoscig chorych na raka jamy ustnej
i gardta w stadium T1 i T2 [Misawa i wsp. 2018].

Ponadto, uzyskane wyniki po raz pierwszy sugeruja, ze obnizona ekspresja mRNA TET1
koreluje z progresja nowotworu i moze stuzy¢ jako potencjalny biomarker prognostyczny

w raku endometrium. Analiza wykazata, ze nizsza ekspresja TET1 w guzach istotnie
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przewidywala gorsze calkowite przezycie. Ze wzgledu na to, ze badanie obejmowato
stosunkowo niewielka grupe pacjentow, sugeruje si¢ przeprowadzenie badan na duzg skale,

aby potwierdzi¢ uzyskane wyniKi.

W ludzkich nowotworach réznorodne mechanizmy mogg zaktocaé bezposrednio lub
posrednio ekspresje TET. Zwigzane jest to przede wszystkim z mutacjami TET, wptywem
regulatoréw ekspresji gené6w TET 1 metylacja regionow DNA gendéw TET. Roéznice
w poziomach transkryptow genéw TET mogg zaleze¢ réwniez od rdznej ekspresji
mikroRNA (miRNA). Wsrod miRNA, ktore bezposrednio regulujg poziomy TET, sg miR-
29, miR-26, miR-22, miR-101, miR-105, miR-125 i miR767 [Cheng i wsp. 2013, Fu i wsp.
2013, Song i wsp. 2013b, Zhang i wsp. 2013]. Wigkszos¢ z tych miRNA wplywa na poziomy
transkryptow wszystkich TET, aczkolwiek niektore z nich reguluja ekspresje tylko
wybranych TET. Zhang i wsp. zaobserwowali w ludzkich fibroblastach skory i komorkach
miesni gladkich naczyn, ze miR-29 wykazuje preferencje w kierunku regulowania ekspresji
TET3 ze wzgledu na to, ze transkrypt TET3 posiada najwicksza sposrod wszystkich TET
liczbg sekwencji niepodlegajacych translacji 3’UTR (ang. 3" untranslated region), do ktorych
taczy si¢ miR-29 [Zhang i wsp. 2013]. W liniach komoérkowych czerniaka zaobserwowano,
ze miR-767 moze dziata¢ jako regulator poziomu 5-hmC w komorce poprzez celowanie
w geny TET, aczkolwiek wykazano, ze miR-767 miat preferencyjny wptyw na regulacje
TET1 [Loriot i wsp. 2014].

Uzyskane wyniki badan moga sugerowac, ze rola TET3 w raku endometrium jest inna niz
rola TET1 1 TET2 1 moze by¢ niezalezna od jego aktywnosci katalitycznej. Trzy biatka TET
maja wysoki procent homologii sekwencji w regionie otaczajacym katalityczng domeng
C-koncowsa i maja podobng aktywnos¢ enzymatyczng. Jednak charakterystyczne regiony
kazdego biatka z rodziny TET sugeruja, ze kazde z nich ma unikalne powinowactwo
wigzania z chromatyng lub oddziatuje z r6znymi biatkami. Zatem mozliwe jest, ze kazdy
TET moze odgrywac okreslong role w zaleznosci od typu komorek 1 réznych stadiow
rozwoju nowotworu. Chociaz wigkszo$¢ badan koncentruje si¢ na enzymatycznych rolach
biatek z rodziny TET, kilka badan wykazato niekatalityczng aktywnos$¢ tych biatek. Na
przyktad stwierdzono, ze TET1 oddziatuje z czynnikami indukowanymi hipoksja (HIF)
I zwicksza ekspresje gendéw, regulowanych przez hipoksje. TET1 oddziatuje rowniez
z kompleksem korepresora SIN3A, prowadzac do represji transkrypcji wielu genow
[Williams i wsp. 2011, Tsai i wsp. 2013, Lian i wsp. 2016]. TET2 i TET3 moga wchodzi¢
w interakcje z transferaza O-GIcNAc (OGT), a te interakcje promuja GlcNAcylacje
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I zwickszaja H3K4me3 przez kompleks SET1/COMPASS [Deplus i wsp. 2013].
Niekatalityczne dziatanie TET powoduje, ze w okreslonych warunkach moga one petnié
réwniez funkcje promujaca nowotworzenie. W zwigzku z tym sugeruje si¢, ze rézne biatka

TET moga odgrywac r6zng role w powstawaniu i progresji nowotworow endometrium.

Jednym z bardziej istotnych i intensywnie badanych w ostatnim czasie bialek mogacych
wchodzi¢ w interakcje z biatkami TET jest OGT. OGT jest enzymem odpowiadajacym za
modyfikacje  biatek  komoérkowych  przez  przylaczenie pojedynczych  reszt
N-acetyloglukozaminy wigzaniem O-glikozydowym do reszt seryny lub treoniny biatka. Ta
dynamiczna modyfikacja wptywa na aktywnos$¢, stabilizacj¢ 1 lokalizacje szeregu bialek
m.in. enzymdw metabolicznych, kinaz, fosfataz, czynnikdéw transkrypeyjnych i wielu innych
[Hart i wsp. 2011]. Zwigkszenie ekspresji OGT i hiper-OGlcNAcylacja sa cechami
charakterystycznymi wigkszosci nowotworéow [de Queiroz i wsp. 2014]. Badania
Z zastosowaniem metody imunoprecypitacji chromatyny w polaczeniu z réwnolegtym
sekwencjonowaniem DNA (ChIP-Seq, chromatin immunoprecipitation-sequencing)
wykazaty kolokalizacje TET1, TET2, TET3 i OGT w miejscach bogatych w histon
3 trimetylowany na lizynie 4 (H3K4me3) 1 odpowiadajacych wystepowaniu promotorow
aktywnych transkrypcyjnie genéw [Chen i wsp. 2013, Deplus i wsp. 2013, Vella i wsp.
2013]. Chociaz biatka TET moga by¢ O-GIcNAcylowane nie zaobserwowano, aby ta
modyfikacja wptywata na ich aktywnos$¢ katalityczng [Chen i wsp. 2013, Deplus i wsp.
2013, Ito i wsp. 2014]. Interakcje z OGT mogg jednak stabilizowac biatko TET1 [Shi i wsp.
2013] oraz wptywac na wewnatrzkomorkowa lokalizacje TET3 [Zhang i wsp. 2014]. Biatka
TET odgrywaja podstawowa role w rekrutacji OGT do chromatyny dzigki czemu moze ona
modyfikowac¢ histony. Wyniki badan dokonanych przez Ito 1 wsp. wskazuja, ze glowna role
w rekrutacji O-GIcNAc transferazy do chromatyny oraz w regulacji jej stabilnosci odgrywa
biatko TET3. Ito i wsp. wyciszajac ekspresj¢ TET3 w embrionalnych komodrkach nerki HEK
293 zaobserwowali znaczacy spadek poziomu biatka OGT, mimo iz poziom mRNA dla OGT
nie ulegal zmianie. Natomiast po nadekspresji TET3 dochodzito do wzrostu stabilnosci
I poziomu biatka OGT oraz zwigkszonej rekrutacji OGT do chromatyny [Ito i wsp. 2014].
Z kolei inny zespo6t badawczy zaobserwowat, ze w przypadku wyciszonej ekspresji TET1

I TET2 nie dochodzito do zmian w poziomie biatka OGT [Vella i wsp. 2013].

W celu sprawdzenia, czy interakcja miedzy TET3 a OGT moze mie¢ wplyw na migracje
I inwazj¢ komorek raka endometrium poprzez wpltyw na ekspresje gendw zwigzanych

z przejsciem  epitelialno-mezenchymalnym (EMT) przeprowadzono badania
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z wykorzystaniem dwoch linii komérkowych raka endometrium (HEC-1A i Ishikawa). Na
podstawie badan wstepnych oraz doniesien literaturowych wybrane zostaly nastgpujace
geny majace zwigzek z regulacjg przejscia epitelialno-mezenchymalnego — FOXC1, TWIST1
i ZEB1. Rodzina FOX bierze udzial w inicjacji i progresji onkogenezy oraz majg negatywny
wplyw na opornos$¢ na terapie farmakologicznych. FOXC1 (ang. forkhead box C1) pelni
role m.in. w onkogenezie raka szyjki macicy wplywajac na rozwdj, progresj¢ oraz
proliferacj¢ komorek nowotworowych, poprzez aktywacje szlaku PI3K/AKT [Abe i wsp.
2012, Elian i wsp. 2017].

W literaturze gen TWIST1, opisywany jest jako onkogen, odgrywajacy istotng role
w proliferacji oraz przerzutowaniu nowotwordw TWIST1 bierze udzial w przejsSciu
epitelialno-mezenchymalnym, komorek nowotworowych, hamuje apoptoze i roznicowanie
komorek nowotworowych oraz sprzyja angiogenezie oraz wpltywa na oporno$¢ na leki [Xie
I wsp. 2017]. Badania [Kyo i wsp. 2006] wskazuja, ze ekspresja TWIST w komorkach
nowotworowych endometrium przyczynia si¢ powstawania komoérek o zmienionym
fenotypie ze sktonno$cig do naciekania migsnidowki macicy. Wskazywany jest rowniez
wplyw TWIST na zmiang ekspresji N-kadheryny, kateniny, wimentyny czy fibronektyny,
ktére przyczyniaja si¢ do zmiany fenotypu komoérek z nieruchomego (epitelialnego) na
ruchliwy (mezynchemalny) w raku endometrium. Analiza zmian ekspresji genu TWIST1 jest
czynnikiem prognostycznym w nowotworze endometrium, m.in. w celu sprawdzenia

odpowiedzi na terapi¢ farmakologiczng [Kyo i wsp. 2006].

Dane literaturowe wskazuja na zwigzek ekspresji ZEB1 ze zwigkszong inwazyjnoscia
nowotworow poprzez wzrost markerow mezenchymalnych, np. wimentyny [Singh i wsp.
2008]. Nadekspresja ZEBL1, zostata wykryta w nowotworach endometrium i powigzana jest
z obnizeniem poziomu E-kadheryny oraz zwigkszong ekspresja markerow
mezenchymalnych. W ten sposob ZEB1 wplywa na metastaz¢ raka endometrium,
zmniejszajac szanse pacjentdow na powrot do zdrowia. Ponadto analiza ekspresji ZEB1 moze
pomagac w diagnostyce roznicowej agresywnych rakow endometrium [Romero-Pérez i wsp.

2013; Asakura i wsp. 2015].

Uzyskane wyniki badan przeprowadzonych na liniach komorkowych pokazuja, ze zarowno
TETS3, jak i OGT wptywaja na migracj¢ komorek i inwazje komoérek raka endometrium,

jednak nieoczekiwanie ich efekty sg rozne w komorkach HEC-1A i Ishikawa.
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Komorki Ishikawa charakteryzuja si¢ dobrym zrdéznicowaniem, a ich potencjal migracyjny
jest niski. Nadekspresja TET3 i OGT spowodowala wzrost potencjalu migracyjnego
komorek Ishikawa, co byto szczegdlnie widoczne, gdy oba biatka ulegaly zwiekszonej
ekspresji. Zwigckszona ekspresja TET3 i OGT spowodowata znaczny wzrost ekspresji
FOXC1. Co ciekawe, zwigkszona ekspresja TET3 spowodowata zwickszone wigzanie OGT
z chromatyng w regionie genu FOXC1 oraz wzrost O-GIcNAcylacji histonu H2B
i trimetylacji histonu H3 (H3K4). Moze to sugerowaé, ze TET3 odgrywa role w kierowaniu
OGT do chromatyny w komorkach Ishikawa. Wyniki nie wykazaly ogélnego wzbogacenia
OGT we frakcji chromatynowej po nadekspresji TET3, nie wyklucza to jednak mozliwosci,

ze TET3 bierze udzial w kierowaniu OGT do okreslonych miejsc w chromatynie.

Komérki HEC-1A, w przeciwienstwie do komorek Ishikawa, wykazywaly obnizony
potencjal migracyjny po nadekspresji TET3 i OGT. Co ciekawe, w tych komorkach ekspresja
FOXC1 byta zmniejszona po nadekspresji TET3 lub OGT. Na tym etapie badan nie mozna
jednoznacznie okresli¢ przyczyny réznego wptywu TET i OGT na FOXC1 w badanych
liniach komoérkowych. Oba typy komorek reprezentuja raka endometrium typu |.
Tradycyjnie raka endometrium dzieli si¢ na dwa podtypy o roéznych parametrach
klinicznych, patologicznych, histologicznych i molekularnych. Raki endometrium typu |
stanowig 85% wszystkich rakow endometrium i sg to gtownie niskozréznicowane,
estrogenozalezne gruczolakoraki z ekspresja receptoréw hormonalnych 1 morfologia
endometrioidalng [Winterhoff i wsp. 2020]. Jednak pomimo wielu podobienstw te dwa typy
komorek rdéznig si¢ pod wieloma wzglgdami. Na przyklad komorki Ishikawa
w przeciwienstwie do HEC-1A nie wykazuja ekspresji genu PTEN. Z drugiej strony
komorki Ishikawa posiadaja wszystkie receptory estrogenowe, a komorki HEC-1A nie
posiadaja ekspresji ESR1. Komorki Ishikawa wytwarzaja wigcej estradiolu z estronu niz
komorki HEC-1A [Hevir-Kene i Rizner 2015]. Zwigzek mi¢dzy ERa a ekspresja genow
EMT jest dobrze znany dla raka piersi [Voutsadakis 2014]. Dlatego uwaza si¢, ze rozne tto
molekularne moze stanowi¢ powdd roznego wptywu TET3 i OGT na FOXC1. Konieczne sg
przyszte badania, aby zidentyfikowac wszystkie czynniki wptywajace na interakcje miedzy
TET3 i OGT na regulacjc FOXC1. Chociaz wplyw TET3 i OGT na ekspresje FOXC1
w komoérkach HEC-1A i Ishikawia jest przeciwny, wydaje si¢, ze migracja i inwazja
komorek endometrium sg skorelowane z ekspresjg tego czynnika. Kilka badan powigzato
aktywno$¢ FOXC1 z agresywnym fenotypem w komoérkach nowotworowych, zwtaszcza

w raku podstawnokomoérkowym piersi i raku watrobowokomoérkowym [Elian i wsp. 2017].
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Chociaz badania FOXC1 w raku endometrium nie sg zaawansowane, sugeruje si¢, ze
FOXCI1 moze by¢ potencjalnym onkogenem rowniez w raku endometrium [Elian i wsp.
2017]. W raku endometrium obnizeniec poziomu FOXC1 przez miRNA — szczegodlnie
mMiRNA 204 i miRNA 495 — spowodowalo zahamowanie wzrostu i migracji komorek
nowotworowych [Chung i wsp. 2012, Xu i wsp. 2016]. Wyniki badan wydaja si¢
potwierdza¢ znaczenie FOXC1 w agresywnym fenotypie komodrek raka endometrium.
Jednak analiza ekspresji MRNA FOXC1 w tkankach raka endometrium nie wykazata

zwigzku ekspresji FOXC1 z cechami kliniczno-patologicznymi (Zatacznik 3, Figure S2).

Uzyskane wyniki wskazuja, ze OGT 1 TET maja odwrotny wptyw na ekspresje TWIST1
I ZEB1 oraz modyfikacje histonow, zarowno w komorkach HEC-1A, jak i komorkach
Ishikawa. OGT zwigksza O-GlcNAcylacje H4S112 i metylacje H3K4 w regionie
promotorowym ZEB1, co skutkuje zwigkszong ekspresja tego genu. Przeciwnie,
nadekspresja TET3 byla zwigzana ze zmniejszong O-GlcNAcylacja 1 metylacjs.
Nadekspresja OGT rowniez znaczaco zwigkszyta metylacje H3K4 i ekspresjg TWISTL,
podczas gdy TET3 zmniejszyl zar6wno metylacje, jak 1 ekspresje. Z kolei potencjat
migracyjny komorek HEC-1A nie byt skorelowany ze zwigkszong ekspresja ZEB1 lub
TWIST1. Badania Feng i wsp. wykazaty, ze ZEB1 byl zwigzany z przerzutami raka
endometrium. Ekspresja ZEB1 byla istotnie zwigzana z podtypem, stopniem, inwazja
mig$niowki macicy i przerzutami do weztow chtonnych w raku endometrium [Feng i wsp.
2014]. Shen i wsp. wykazali rowniez istotnie wyzsza ekspresje TWIST1 u pacjentek z rakiem
endometrium typu I w poréwnaniu z prawidtowym endometrium, a nieprawidlowa ekspresja
TWIST1 byta istotnie zwigzana z parametrami klinicznymi, co wskazuje na zte rokowanie
| krotsze przezycie pacjentek [Shen i wsp. 2020]. Jednak Sadlecki i wsp. nie znalezli
istotnych powigzan mig¢dzy kliniczno-patologicznymi cechami pacjentek z rakiem
endometrium a ekspresjg TWIST1, TWIST2, ZEB1 [Sadtecki i wsp. 2020]. Uzyskane wyniKki
w ramach rozprawy réwniez nie wykazaty zadnej korelacji miedzy ekspresja TWIST1 a
parametrami kliniczno-patologicznymi, a ekspresja ZEBI1 byla jeszcze nizsza w bardziej
zaawansowanych nowotworach w poréwnaniu z mniej agresywnymi nowotworami
(Zatacznik 3, Figure S3 i S4).

Zatem funkcja induktorow EMT w raku endometrium wymaga dalszego wyjas$nienia.
Ekspresja i funkcja czynnikow majacych wptyw na EMT moga si¢ znacznie rdznic¢
w zaleznos$ci od réznych typdw nowotwordw, a nawet typow komorek, w zaleznosci od

kontekstu molekularnego [Lu i Kang 2019]. Na przyktad stwierdzono, ze TWIST1 promuje
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przerzuty w modelu raka piersi, ale wykazano, ze jest zbedny w przypadku przerzutow
w modelu raka trzustki. Czasami czynniki mogga mie¢ nawet przeciwne skutki w réznych
nowotworach. ZEB2 wigze si¢ z powstawaniem przerzutow w nowotworach jajnika, zotagdka

i trzustki, ale zmniejsza agresywno$¢ czerniaka [Lu i Kang 2019].

Uzyskane wyniki przyczynily si¢ do poznania zlozonego mechanizmu sprzyjajacego
progresji raka endometrium, jednakze potrzebne s3 dalsze badania w celu wyjasnienia
znaczenia poszczegolnych induktoréw EMT w progresji raka endometrium oraz wyjasnienia
znaczenia poszczegOlnych zmian zwigzanych z TET w poczatku 1 progresji raka

endometrium.
9.1. Podsumowanie i wnioskKi

Podsumowujac, wyniki przeprowadzonych badan wskazuja, ze:

v Ekspresja TET1 i TET2 w rakach endometrium jest nizsza w poréwnaniu z tkanka
prawidtowa. Natomiast, w przeciwienstwie do TET1 i TET2, ekspresja TET3 jest wyzsza
w nowotworach bardziej agresywnych, o mniejszym stopniu zréznicowania
W poréwnaniu do nowotworéw mniej zaawansowanych;

v' W przeciwienstwie do TET1 i TET2 nie ma korelacji mi¢dzy ekspresja TET3
a poziomem 5-hydroksymetylocytozyny w DNA, co wskazuje, ze rola TET3 w raku
endometrium moze by¢ odmienna od pozostaltych biatek TET i nie zwigzana z jego
aktywnoscig katalityczna;

v" Obnizenie ekspresji TET1 moze by¢ potencjalnym markerem prognostycznym w raku
endometrium;

v" W komorkach raka endometrium HEC-1A i Ishikawa zarowno TET3, jak i OGT wiaza
si¢ do regionow promotorowych gendéw zwigzanych z EMT oraz uczestniczg w regulacji
modyfikacji histonow, co wskazuje na ich istotny udziat w procesach zwigzanych
zZ regulacja ekspresji tych genow;

v' Istnieje wspolzaleznos¢ migdzy TET3 i OGT, pohiewaz zmiana ekspresji jednego
Z biatek wptywa na zdolno$¢ wigzania do chromatyny i modyfikacje histonéw przez
drugie bialtko;

v’ Zwigkszona ekspresja TET3 i OGT wptywa na aktywno$¢ migracyjng oraz potencjat
inwazyjny komorek raka endometrium HEC-1A i Ishikawa;

v' Istnieja komorkowo specyficzne roznice, dotyczace wpltywu TET3 i OGT na

modyfikacje histonow i potencjat migracyjny komorek raka endometrium.
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Whiosek koncowy

Uzyskane wyniki wskazuja, ze bialka TET odgrywaja istotna role w progresji
nowotworu endometrium. Ponadto istnieje wspolzalezno$s¢ miedzy TET3 i OGT,
a interakcje miedzy tymi dwoma bialkami odgrywaja role w regulacji ekspresji genow
zaangazowanych w przejscie epitelialno-mezenchymalne oraz wplywaja na zdolnos¢

komorek do inwazji i przerzutowania.

Uzyskane wyniki wskazujg jednak na ztozony i komorkowo specyficzny charakter interakcji
miedzy TET3 a OGT 1 w zwigzku z tym potrzebne sg dalsze badania, majgce na celu
okreslenie kontekstu molekularnego i wytypowanie dodatkowych czynnikéw mogacych
oddziatywaé z badanymi biatkami. Peine zrozumienie mechanizméw odpowiedzialnych za
regulacje potencjatu inwazyjnego i metastatycznego komorek sg niezbedne do opracowania
skutecznych strategii leczenia i monitorowania postgpu choroby nowotworowej, a uzyskane
w trakcie rozprawy doktorskiej wyniki wskazuja, ze zalezno$¢ miedzy TET3 i OGT moze

miec istotne znaczenie w przypadku raka endometrium.
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10.  Streszczenie

Jednym z podstawowych sposobdw epigenetycznej regulacji ekspresji genow jest metylacja
reszt cytozyny w DNA (powstaje 5-metylocytozyna). Okreslony wzor metylacji DNA
zalezy nie tylko od przebiegu samego procesu przytaczania grup metylowych do reszt
cytozyny, ale jest rowniez wynikiem procesu pasywnej i aktywnej demetylacji DNA. Istotng
role w demetylacji DNA odgrywaja biatka TET (ten-eleven translocation), ktérych
aktywno$¢ enzymatyczna polega na hydroksylacji, czyli dodaniu do czasteczki zwigzku
grupy hydroksylowej (-OH), 5-metylocytozyny do 5-hydroksymetylocytozyny.
W komorkach czlowieka zidentyfikowano trzy biatka TET okre$lone jako TET1, TET2
I TET3, kodowane przez trzy rézne geny. W przypadku wielu typoéw nowotwordéw stwierdza
si¢ zaburzong ekspresj¢ i aktywno$¢ biatek TET. Wyniki przeprowadzonych badan
ujawnily, ze TET3 w raku endometrium zachowuje si¢ odmiennie od pozostatych cztonkow
rodziny TET. Podczas gdy ekspresja TET1 i TET2 malata wraz ze wzrostem stopnia
zaawansowania nowotworu, to ekspresja TET3 wzrastata. Dodatkowo, udziat biatlek TET
w regulacji ekspresji gendw nie ogranicza si¢ tylko do ich enzymatycznej aktywnosci.
Biatka TET moga bowiem wchodzi¢ w interakcje z bialkami uczestniczacymi
w modyfikacjach histonéw. Jednym z biatek, z ktérym oddziatujg biatka TET jest enzym
O-GlcNAc transferaza (OGT). Aktywnos$¢ OGT polega na przylaczaniu pojedynczych reszt
cukru (N-acetyloglukozaminy) do biatek, a proces ten nosi nazwe¢ O-GICNAcylacji.
Zwigkszona ekspresja genu kodujacego OGT, jak rowniez nasilony poziom O-GIcNAcylacji
sg cechami charakterystycznymi wielu typow nowotwordéw. Biatka TET moga oddziatywaé
z OGT umozliwiajac jej transport do chromatyny, gdzie modyfikuje biatka histonowe.
W zwigzku z tym kompleks OGT-TET moze mie¢ istotny wptyw na regulacje ekspresji
gendw. Mimo, iz wszystkie trzy biatka TET wptywaja na rekrutacje OGT do chromatyny,
sugeruje si¢, ze kluczowa role w tym procesie odgrywa biatko TET3.

Celem rozprawy byto okreslenie zwigzku pomigdzy ekspresjg genow TET i OGT a progresja
raka endometrium oraz wplywu wzajemnych oddziatywan miedzy TET3 1 OGT na regulacje
ekspresji gendow zwigzanych z przejSciem epitelialno-mezenchymalnym oraz zdolno$¢
komorek raka endometrium do inwazji 1 przerzutowania. Badania przeprowadzono
wykorzystujac tkanki prawidtowe blony S$luzowej macicy i tkanki nowotworowe

endometrium oraz linie komdrkowe raka endometrium — HEC-1A i Ishikawa.

Uzyskane wyniki badan przeprowadzonych na tkankach pobranych od pacjentek z rakiem

endometrium i tkankach kontrolnych wskazuja, ze poziomy transkryptow TET1 i TET2, ale
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nie TET3 sa zmniejszone i skorelowane z poziomami 5-hmC. Ponadto, obnizenie ekspresji

TET1 moze by¢ potencjalnym markerem prognostycznym w raku endometrium.

Wyniki badan przeprowadzonych na liniach komorkowych wskazuja, ze istnieje
wspotzaleznos¢ miedzy TET3 i OGT, szczegdlnie w przypadku nowotworu endometrium.
Interakcje miedzy tymi dwoma biatkami odgrywaja rolg¢ w regulacji ekspresji genow
zaangazowanych w przejécie epitelialno-mezenchymalne oraz genéw wptywajacych na
zdolnos¢ komoérek do inwazji 1 przerzutowania. Uzyskane wyniki, wskazuja jednak na
ztozony 1 komdrkowo specyficzny charakter interakcji miedzy TET3 a OGT 1 w zwigzku
Z tym potrzebne s3 dalsze badania, majace na celu okreslenie kontekstu molekularnego
I wytypowanie dodatkowych czynnikdw mogacych wptywacé na aktywnos$¢ tych bialek.
Pelne zrozumienie mechanizméw odpowiedzialnych za regulacj¢ potencjalu inwazyjnego
| metastatycznego komorek sa niezbedne do opracowania skutecznych strategii leczenia
I monitorowania post¢pu choroby nowotworowej, a uzyskane podczas realizacji rozprawy
dane wskazuja, ze zalezno$¢ miedzy TET3 1 OGT moze mie¢ istotne znaczenie w przypadku

raka endometrium.

11.  Abstract

One of the basic methods of epigenetic regulation of gene expression is the methylation of
cytosine residues in DNA (5-methylcytosine is produced). A specific DNA methylation
pattern depends not only on the process of attaching methyl groups to cytosine residues, but
Is also the result of the process of passive and active DNA demethylation. An important role
in DNA demethylation is played by TET (ten-eleven translocation) proteins, whose
enzymatic activity involves hydroxylation, i.e. adding a hydroxyl group (-OH),
5-methylcytosine to 5-hydroxymethylcytosine, to the compound molecule. Three TET
proteins have been identified in human cells, termed TET1, TET2 and TET3, encoded by
three different genes. In many types of cancer, impaired expression and activity of TET
proteins is found. The results of the conducted research revealed that TET3 behaves
differently in endometrial cancer than other members of the TET family. While the
expression of TET1 and TET2 decreased with increasing tumor stage, the expression of TET3
increased. Additionally, the participation of TET proteins in the regulation of gene
expression is not limited only to their enzymatic activity. TET proteins may interact with
proteins involved in histone modifications. One of the proteins with which TET proteins
interact is the enzyme O-GIcNACc transferase (OGT). OGT activity involves the attachment

of single sugar residues (N-acetylglucosamine) to proteins, and this process is called
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O-GIcNAcylation. Increased expression of the gene encoding OGT as well as increased
levels of O-GIcNAcylation are characteristic features of many types of cancer. TET proteins
can interact with OGT, allowing it to be transported to chromatin, where it modifies histone
proteins. Therefore, the OGT-TET complex may have a significant impact on the regulation
of gene expression. Although all three TET proteins influence the recruitment of OGT to
chromatin, it is suggested that the TET3 protein plays a key role in this process. The aim of
the dissertation was to determine the relationship between the expression of TET and OGT
genes and the progression of endometrial cancer, as well as the impact of the interactions
between TET3 and OGT on the regulation of the expression of genes related to the epithelial-
mesenchymal transition and the ability of endometrial cancer cells to invade and metastasize.
The research was carried out using normal tissues of the uterine mucosa and endometrial
cancer tissues, as well as endometrial cancer cell lines - HEC-1A and Ishikawa. The results
of studies carried out on tissues collected from patients with endometrial cancer and control
tissues indicate that the levels of TET1 and TET2 transcripts, but not TET3, are reduced and
correlated with the levels of 5-hmC. Moreover, the reduction of TET1 expression may be a
potential prognostic marker in endometrial cancer. The results of studies conducted on cell
lines indicate that there is a correlation between TET3 and OGT, especially in the case of
endometrial cancer. The interactions between these two proteins play a role in regulating the
expression of genes involved in the epithelial-mesenchymal transition and genes influencing
the ability of cells to invade and metastasize. However, the obtained results indicate the
complex and cell-specific nature of the interactions between TET3 and OGT, and therefore
further research is needed to determine the molecular context and identify additional factors
that may influence the activity of these proteins. A complete understanding of the
mechanisms responsible for regulating the invasive and metastatic potential of cells is
necessary to develop effective treatment strategies and monitoring the progression of cancer,
and the data obtained during the dissertation indicate that the relationship between TET3 and
OGT may be important in the case of endometrial cancer.
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Abstract

Ten-eleven translocation proteins are o-ketoglutarate-dependent dioxygenases involved in the conversion of
5-methylcytosines (5-mC) to 5-hydroxymethylcytosine (5-hmC), 5-formylcytosine, and 5-carboxylcytosine that play a
significant role in DNA demethylation. Deregulation of TET genes expression and changes in the level of 5-hmC are
thought to be associated with the onset and progression of several types of cancer, but there are no such data related
to endometrial cancer. The aim of the work was to investigate the messenger RNA expression levels of TET/, TET2,
and TET3 in relation to clinicopathological characteristics of endometrial cancer as well as the correlation between
expression of TET genes and the level of 5-hmC/5-mC. The prognostic significance of TETs expression for overall
survival was established. We found that TET/ and TET2 messenger RNA expression was lower and TET3 was higher
in cancers compared to normal tissues. Positive correlation between 5-hmC and the relative expression of TET/ and
TET2 was found, but no correlation was observed in the case of TET3. Decreased expression of TET/ and TET2 was
significantly associated with increased lymph node metastasis and International Federation of Gynecology and Obstetrics
stage. Kaplan—Meier analysis indicated that low TET| expression predicted poor overall survival (p=0.038). Multivariate
analysis identified the TET| expression in endometrial cancer as an independent prognostic factor. Our results suggest
that decreased expression of TET | correlates with tumor progression and may serve as a potential prognostic biomarker
in endometrial cancer.
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: X methylation, through participation in DNA demethylation.®
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2-ketoglutarate-dependent dioxygenases. TET proteins cat-
alyze the conversion of the 5S-methylcytosine into 5-hydrox-
ymethylcytosine (5-hmC), and further to 5-formylcytosine
(5-fC) and 5-carboxylcytosine (5-caC), which initiates the
process of DNA demethylation.®10 To date, a number of
studies confirmed the important role of TET proteins in the
DNA demethylation and their relationship with changes in
DNA methylation pattern in tumors. TET proteins seem to
be also involved in the regulation of other epigenetic modi-
fications, that is, the modification of histones by interacting
with specific proteins responsible for these modifications
and their recruitment to chromatin.!! Reduced expression of
TET at the gene and protein levels as well as changes in the
level of 5-hmC is thought to be associated with the develop-
ment and progression of several types of cancer, but there
are no such data related to endometrial cancer.

Endometrial cancer is the third most frequent gyneco-
logic malignancy worldwide.'? Endometrial cancer is a
multifactorial disease, and the molecular mechanism
underlying its development and progression is poorly
understood. However, it is suggested that several aberra-
tion in genes expression may be involved.!3

The aim of our study was to analyze the messenger
RNA (mRNA) expression levels of TET1, TET2, and TET3
and their correlation with 5-hmC/5-mC levels, clinical fea-
tures, and patient survival. Our results demonstrated that
especially decreased expression of TET! correlates with
tumor progression, and it is an unfavorable prognostic
indicator for patients with endometrial cancer.

Materials and methods

Patients and tissue samples

Samples of endometrial cancer were obtained from 131
patients who underwent surgery in the Department of
Gynecological Oncology Copernicus Memorial Hospital
(L6dz, Poland) from February 2009 to March 2016. Samples
of normal endometrial tissues were obtained from 51
patients who had undergone hysterectomy due to leiomy-
oma or a uterus prolapse. Tissue samples after tumor resec-
tion were immediately placed in RNAlater (Ambion, USA).
Samples were subsequently stored at —80°C until RNA and
DNA extraction.

All cancer samples were characterized in terms of
tumor stage according to the International Federation of
Gynecology and Obstetrics (FIGO) criteria, histological
grade and type according to World Health Organization
(WHO) classification, infiltration into muscularis, the abil-
ity of cancer cells to metastasize to lymph nodes, and
coexistenceofendometrialhyperplasia. Clinicopathological
characteristics are summarized in Table 1. The follow-up
period was defined as the interval from the date of surgery
to the date of death or last follow-up. The latest follow-up
was updated in March 2016.

Table I. Characteristics of patients and endometrial cancer
samples.

Characteristic Number of patients (%)

Control samples

Patients age (59.15+9.15 years) 51
Endometrial cancer samples

Patients age (63.54£ 10.16 years) 131

FIGO stage
| 87 (66.4)
Il 15 (11.4)
11l 25 (19.1)
\% 4 3.1
Histological grade
Gl 29 (22.1)
G2 81 (61.8)
G3 21 (16.1)
Depth of myometrial invasion
<12 66 (50.4)
>1/2 65 (49.6)
Hyperplasia
No 101 (77.1)
Yes 30 (22.9)
Lymph node metastasis
No 112 (85.5)
Yes 19 (14.5)

RNA extraction and cDNA synthesis

Total RNA from normal and cancer tissue samples was
isolated using Trizol® Reagent (Sigma Aldrich, USA)
according to manufacturer’s protocol and quantified spec-
trophotometrically. The reverse transcription of 2ug of
RNA was performed using High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems, USA) following
manufacturer’s instructions. The reverse transcription pol-
ymerase chain reaction (RT-PCR) was performed in a ther-
mocycler GeneAMP 2400 Thermal Cycler (Perkin-Elmer,
USA) according to the following thermal profile: 10 min at
25°C, 120 min at 37°C, and 5min at 85°C.

Quantitative real-time PCR analysis

The relative expression levels of TETI, TET2, and TET3
were analyzed by real-time polymerase chain reaction
(PCR) using the TagMan® Gene Expression Assays (Life
Technology, USA) according to manufacturer’s instruc-
tions. The assay numbers for studied genes were as follows
Hs00286756_m1, Hs00325999 ml, Hs00379125 ml, and
Hs02800695 m1 (reference gene: HPRTI). Each PCR
reaction was performed in a 10 pL volume which included
1 uL of complementary DNA (cDNA), 3.5 uL of water, 5 L
of 2 x TagMan Universal PCR MasterMix (Life Technology,
USA), and 0.5uL of TagMan Gene Expression Assays
which consisted of a pair of unlabeled PCR primer and a
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TagMan probe with FAM™ dye label on the 5’ end and
minor groove binder (MGB) nonfluorescent quencher on the
3" end. The following PCR program was used: 95°C for
10min, 40 cycles at 95°C for 15s, 1 min annealing and
extension at 60°C. PCR reactions were carried out using the
Mastercycler ep realplex (Eppendorf, Germany). The equa-
tion 1000 x27ACt was applied to calculate the expression of
studied genes, where ACt=Ct of the target gene—Ct of the
reference gene (HPRT1). Results are expressed as number of
target gene mRNA copies per 1000 copies of HPRTI mRNA.

DNA extraction

The phase remaining after isolation of RNA was mixed
with ethanol, incubated at room temperature for 5 min, and
centrifuged for 10min at 10,000 x g. Supernatant was
removed and 1 mL of 0.1 M citrate solution in 10% ethanol
was added to the pellet; probes were incubated for at least
30min at room temperature, stirring occasionally by invert-
ing the tube, and then centrifuged for 10 min at 10,000 x g.
Washing with citrate was done three times. After removing
the supernatant, pellet was washed with 75% ethanol and
incubated for 20 min at room temperature and centrifuged
for 10 min at 12,000 % g. The DNA pellet was dried at 37°C.
The precipitate was suspended in an appropriate amount of
8mM NaOH, incubated at 37°C for 15min, and vortexed
vigorously until complete dissolution of DNA. After last
centrifugation at 16,000xg for 10 min, supernatant contain-
ing the DNA was transferred to a new tube.

Global 5-mC and 5-hmC measurement

MethylFlash™  Methylated DNA Quantification Kit
(Epigentek, USA) and MethylFlash™ Hydroxymethylated
DNA Quantification Kit (Epigentek, USA), respectively,
were used for the quantification of global 5-mC and 5-hmC
in DNA according to manufacturer’s instructions. In both
assays, hydroxymethylated and methylated fractions of
DNA were detected using capture and detection antibodies
through an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)-
like reaction. Absorbance was read in a microplate spectro-
photometer at 450nm. Because of high specificity, these
assays are able to distinguish between 5-hmC, 5-mC, and C.

Statistical analysis

Differences in expression levels of TET1, TET2, and TET3
between studied groups were analyzed using non-paramet-
ric Kruskal-Wallis test with the post hoc Dunn test.
Correlations between TET genes expression and level of
5-hmC/5-mC in DNA were analyzed using Spearman test.
Survival curves were calculated using the Kaplan—Meier
method and compared by the log-rank test. Univariate and
multivariate survival analyses were performed on all char-
acteristics (age, FIGO stage, histological grade, tumor

stage, lymph nodal status, and myometrial infiltration)
through the Cox proportional hazard regression model. A
value of p<0.05 was considered statistically significant.

Results

Expression of TETI, TET2, and TET3
in endometrial cancer

Expression levels of TET!, TET2, and TET3 in samples of
endometrial cancers and normal endometrial tissues were
evaluated by real-time quantitative PCR analysis with the
HPRTI gene applied as a reference and correlated with
clinical and pathomorphological data (Figure 1). Analysis
showed that the mean mRNA expressions of TET! and
TET2 were significantly lower in cancer samples than in
normal tissues samples. In more advanced tumors, classi-
fied as stage III and IV, the expression of TETI and TET2
was lower than in tumors less advanced, corresponding to
the first and second stage according to FIGO classification
(Figure 1(a)). There were no significant differences
(p>0.05) in TETI and TET2 mRNA expression between
tumors of different grade (Figure 1(b)). However, TET]
and TET?2 expressions were lower in tumors that exhibited
the ability to metastasize to regional lymph nodes com-
pared to non-metastatic cancers (Figure 1(c))

In contrast to the results obtained for TETI and TET2,
the relative mRNA expression of the TET3 was higher in
the cancer samples compared to normal tissues. There
were no significant differences (p>0.05) in TET3 expres-
sion between tumors in different stage of development
according to FIGO classification, but 7ET3 mRNA expres-
sion showed a tendency to increase with increasing tumor
histological grade (Figure 1(a) and (b)).

Analysis did not reveal significant differences (p>0.05)
in the expression of all three TET genes between samples
in which the infiltration did not exceed half the thickness
of muscle (<1/2) and those in which infiltration included
more than half the thickness of muscle (>1/2). There was a
statistically significant decrease in expression of the TET]
in the tumor samples characterized by coexistence of
hyperplasia compared to those in which there was no
excessive growth (p<0.05).

Correlation between 5-mC and 5-hmC levels
and TETs expression

The cancer samples showed slightly increased level of
5-mC and decreased level of 5-hmC compared to control
samples. However, both 5-mC and 5-hmC levels showed
no significant association with clinicopathological
parameters such as tumor stage, histological grade, depth
of myometrial invasion, hyperplasia coexistence, and
lymph node metastasis (data not shown). The percentage
of 5-hmC in the total DNA (5-hmC %) was correlated
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Figure 1. Expression of TETI, TET2, and TET3 mean mRNA measured by real-time PCR in control and endometrial cancer
samples; (a) a comparison between subgroups with different FIGO stage, (b) histological differentiation grade, and (c) lymph node
metastasis status. The results are shown as number of each TET mRNA copies per 1000 copies of HPRT| mRNA (reference gene).
Graphs represent mean = SEM. The number of cases in each group is shown in parentheses.
NT: non-tumor (control) samples; GI, G2, G3: histopathological grade according to WHO classification; I, Il, Ill, IV: tumor stage according to the

International Federation of Gynecology and Obstetrics (FIGO) criteria.
*p<0.05; *p<0.01; *p<0.001.

with the relative expression of 7ET!, TET2 and TET3 in
the same sample. Positive correlation between 5-hmC %
and the relative expression of TET! (r=0.3755) and
TET? (r=0.3184) was observed, but no correlation was

observed in the case of TET3 (Figure 2). There was no
statistically significant correlation between expression of
TET genes and the level of DNA methylation (data not
shown).
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Figure 2. Correlation between TETs expression and the
level of 5-hydroxymethylcytosine (5-hmC %). Spearman rank
correlation analysis was performed to analyze the association
of (a) TETI, (b) TET2, and (c) TET3 expression with 5-hmC
level in endometrial cancer samples. *5-hmC level was
significantly associated only with TET| (r=0.375, p<0.0001)
and TET2 (r=0.318, p<0.0001) expression levels.

TET| status and endometrial cancer prognosis

The 66 endometrial cancer patients who underwent sur-
gery before March 2011 were classified into high and low
TETI, TET2, or TET3 expression subgroups using their
median expression value as the cutoff point. Kaplan—Meier
survival analysis was used to estimate the predictive effect
of TET1, TET2, and TET3 expressions on overall survival.

survival in the univariate analysis were further assessed by
multivariate analysis. The results of the multivariate analy-
sis confirmed that TET] expression was an independent
prognostic factor for overall survival with endometrial
cancer (hazard ratio: 0.509, 95% confidence interval (95%
CI)=0.127-0.779, p=0.038) (Table 2).

Discussion

Reduced 5-hmC levels have been found in numerous solid
tumors including glioma, melanoma, breast, colon, liver,
lung, prostate, and pancreatic cancers.!# 24 It has been found
that low 5-hmC levels correlate with poor survival in gli-
oma, melanoma, breast, and liver cancers.!#16.20 The results
of many studies suggest that the reduced 5-hmC level is
associated with reduced expression of TET.17.23.20-22.24
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Table 2. Univariate and multivariate analyses of TET| expression and clinicopathological factors influencing patients’ survival.

Characteristics Variation n % Mean survival Univariate analysis Multivariate analysis
(months+SD)
HR 95% Cl p HR 95% ClI p
TET| expression High 38 58  51.39(17.53)
Low 28 42 44.68 (22.78) 0.571  0.143-0.952 0.038 0.509 0.127-0.779 0.038
Age (years) >50 53 80  46.81 (20.66)
<50 I3 20 61.00 (9.46) 0762  0.267-1.118 0.641 - - -
FIGO n-v 13 20 27.84 (24.45)
=l 53 80 53.73 (15.15) 2016  1.156-3.472 0.021 2.754 1.017-3.947 0.27
Grade G3 21 32 25.81(19.93)
G2-GlI 45 68  54.44 (15.48) 3514  1.239-7.169 0.007 4.162 2.671-6.019 0.032
pT T3-T4 19 29  26.14 (23.06)
TI-T2 47 71 55.34 (12.73) 2152 1.243-2.794 0.018 2385 1.073-3.439 0.15
pN NI-N2 19 29  25.17 (24.13)
NO 47 71 56.24 (14.09) 7215  2.180-16.276 0.001 3.118 1.492-5.073 0.002
Myometrial infiltration ~ >1/2 31 47 49.23 (1831)
<12 35 53 42.61 (20.83) 1.045 0437-1.833 0.732 - - -

HR: hazard ratio; Cl: confidence Interval, pT: tumor size, pN: lymph node status.

According to our knowledge, there are no data concern-
ing the expression of 7ETs and 5-hmC level in endometrial
cancer. Navarro et al.? studied expression of TET genes in
uterine leiomyomas which are benign smooth muscle
tumors of myometrial origin. They found higher expres-
sion of TET1 and TET3 on both mRNA and protein levels,
but not TET2, in leiomyoma tissue compared to normal
myometrial tissue. Navarro et al.?> demonstrated that the
up-regulation of TET! and TET3 in leiomyoma tissue was
associated with increase of 5-hmC level.

The results of our studies of endometrial cancer simi-
larly to most studies of other malignant tumors showed
decreased expression of TET] and TET?2 in cancers com-
pared to control samples. Our finding of higher expression
of TET3 mRNA level in cancers than in control stands is in
contrast to most previous findings in malignant tumors
which showed usually lower mRNA expression of all TET
genes. However, there were some exceptions. In diffuse
intrinsic pontine glioma, both TET] and TET3 expressions
were increased compared to normal tissue, and in esopha-
geal squamous cell carcinoma, TET3 expression was
higher than in matched normal esophageal mucosa.?6-?7
Our studies showed positive correlation of 5-hmC levels
with TET] and TET2 expression but not TET3. Previous
studies of human cancers also showed that TETs were not
equally involved in 5-mC hydroxylation. For example, Du
et al.!® found that in gastric cancers the global 5-hmC lev-
els were significantly and positively correlated with TET1
expression, but not with TET2/3. Decreased expression of
TETs, but especially TET2, seems to be a key mechanism
responsible for reduced level of 5-hmC in melanoma and
esophageal squamous cell carcinoma.'®?’ The exact func-
tion of each TET protein in regulating the 5-hmC level is
still unclear. The recent studies suggest that all TETs

hydroxylate of 5-mC to 5-hmC, but only TET2 and TET3
are responsible for subsequent removal of 5-hmC in the
cytosine demethylation cascade.?®

Our results may suggest that the role of TET3 in endo-
metrial cancer is different from that of TET1 and TET2
and may be independent of its catalytic activity. The three
TET proteins share high percentage of sequence homology
in the region surrounding the catalytic C-terminal domain,
and they have similar enzymatic activity. However, the
distinctive regions of each protein suggest that each TET
possesses a unique binding affinity to chromatin or inter-
acts with different proteins. Thus, it is possible that each
TET can play a specific role depending on cell types and
different stages of tumor development. Although most
studies were focused on the enzymatic roles of TET family
proteins, a few investigations reported a non-catalytic
activity of TET proteins. For example, it has been found
that TET1 interacts with hypoxia-inducible factors (HIFs)
and increases hypoxia responsive gene expression. TET1
also interacts with the SIN3A co-repressor complex lead-
ing to transcriptional repression of many TET1-targeted
genes. 23! TET2 and TET3 can interact with O-GlcNAc
transferase (OGT), and these interactions promote
GlcNAcylation and increase H3K4me3 through the SET1/
COMPASS complex.’? Non-catalytic activities of TETs
cause that except tumor-suppressing function they also
have tumor-promoting function. Thus, we speculate that
TETs may also play a dual function in endometrial
tumorigenesis

A variety of mechanisms in human tumors may inter-
fere either directly or indirectly with 7ET7s expression,
including 7ET mutations, upstream regulators of TET
genes, and methylation of 7ET genes. The differences in
transcript levels of TETs may dependent also on different
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microRNA (miRNA) expression. There are several miR-
NAs that have been proved to affect the TETS transcript
levels. Among miRNAs that directly regulate the levels of
TETs are miR-29, miR-26, miR-22, miR-101, miR-105,
miR-125, and miR767.33-3¢ Most of these miRNAs affect
transcript levels of all TE7s. However, some of them
showed preferential effect on 7ET transcripts. Zhang et
al.?3 found that the number of binding sites seems to influ-
ence the sensitivity of TET transcripts by miR-29 as TET3
has the most predicted sites and is the most significantly
regulated TET by miR-29 in human dermal fibroblasts and
vascular smooth muscle cells. In melanoma cell lines, it
has been shown that miR-767 can function as a regulator
of cellular 5-hmC levels via targeting of TET genes, but
miR-767 has exhibited a preferential effect on TET!.37
Although there is are data concerning mechanism of 7E7'Ss
expression regulation in endometrial cancer, it is known
that deregulation of some of these miRNAs, that is, miR-
101 and miR-22, are associated with endometrial
carcinogenesis.38-40

Our results for the first time suggest that decreased
mRNA expression of TET correlates with tumor progres-
sion and may serve as a potential prognostic biomarker in
endometrial cancer. Analysis revealed that lower TET!
expression in tumors significantly predicted poorer overall
survival. However, our study included relatively small
group of patients, and a well-designed large-scale study is
necessary to confirm our results.

In conclusion, our study demonstrates that 7E7/ and
TET2 but not TETS3 transcript levels in endometrial cancer
tissues are reduced and correlated with 5-hmC levels.
TETI downregulation may be a potential prognostic
marker in endometrial cancer. Further studies are needed
to explain the significance of individual TET7¥ alteration in
onset and progression of endometrial cancer.

Declaration of conflicting interests

The author(s) declared no potential conflicts of interest with
respect to the research, authorship, and/or publication of this
article.

Ethical approval

We declare that all experiments were performed in accordance
with the current law of Poland. The investigations were approved
by the Bioethical Commissions of Medical University of Lodz
and University of Lodz.

Funding

This study was supported in part by statutory funds of University
of Lodz and by grant from the National Science Centre of Poland
UMO-2015/19/N/NZ3/01311.

References

1. Dawson MA and Kouzarides T. Cancer epigenetics: from
mechanism to therapy. Cell 2012; 150: 12-27.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

You JS and Jones PA. Cancer genetics and epigenetics: two
sides of the same coin? Cancer Cell 2012; 22: 9-20.

Suva ML, Riggi N and Bernstein BE. Epigenetic repro-
gramming in cancer. Science 2013; 339: 1567-1570.
Bhutani N, Burns DM and Blau HM. DNA demethylation
dynamics. Cell 2011; 146: 866—872.

Gutierrez-Arcelus M, Lappalainen T, Montgomery SB,
et al. Passive and active DNA methylation and the inter-
play with genetic variation in gene regulation. E/ife 2013; 2:
¢00523.

Tahiliani M, Koh KP, Shen Y, et al. Conversion of 5-methyl-
cytosine to 5-hydroxymethylcytosine in mammalian DNA
by MLL partner TET1. Science 2009; 324: 930-935.
Abdel-Wahab O, Mullally A, Hedvat C, et al. Genetic char-
acterization of TET1, TET2, and TET3 alterations in mye-
loid malignancies. Blood 2009; 114: 144—-147.

Ito S, Shen L, Dai Q, et al. Tet proteins can convert
S-methylcytosine to 5-formylcytosine and 5-carboxylcyto-
sine. Science 2011; 333: 1300-1303.

Guo JU, Su'Y, Zhong C, et al. Hydroxylation of 5-methyl-
cytosine by TET1 promotes active DNA demethylation in
the adult brain. Cell 2011; 145: 423-434.

Kroeze LI, van der Reijden BA and Jansen JH.
5-Hydroxymethylcytosine: an epigenetic mark frequently
deregulated in cancer. Biochim Biophys Acta 2015; 1855:
144-154.

Ciesielski P, Jozwiak P and Krzeslak A. TET proteins and
epigenetic modifications in cancers. Postepy Hig Med Dosw
2015; 69: 1371-1383.

Torre LA, Bray F, Siegel RL, et al. Global cancer statistics,
2012. CA Cancer J Clin 2015; 65: 87-108.

Matias-Guiu X and Prat J. Molecular pathology of endome-
trial carcinoma. Histopathology 2013; 62: 111-123.
Rawtluszko-Wieczorek AA, Siera A and Jagodzinski PP.
TET proteins in cancer: current ‘state of the art’. Crit Rev
Oncol Hematol 2015; 96: 425-436.

Orr BA, Haffner MC, Nelson WG, et al. Decreased
5-hydroxymethylcytosine is associated with neural progeni-
tor phenotype in normal brain and shorter survival in malig-
nant glioma. PLoS ONE 2012; 7: ¢41036.

Lian CG, Xu Y, Ceol C, et al. Loss of 5-hydroxymethylcy-
tosine is an epigenetic hallmark of melanoma. Cell 2012;
150: 1135-1146.

Hsu CH, Peng KL, Kang ML, et al. TET1 suppresses cancer
invasion by activating the tissue inhibitors of metallopro-
teinases. Cell Rep 2012; 2: 568-579.

Du C, Kurabe N, Matsushima Y, et al. Robust quantitative
assessments of cytosine modifications and changes in the
expressions of related enzymes in gastric cancer. Gastric
Cancer 2015; 18: 516-525.

Haffner MC, Chaux A, Meeker AK, et al. Global 5-hydrox-
ymethylcytosine content is significantly reduced in tissue
stem/progenitor cell compartments and in human cancers.
Oncotarget 2011; 2: 627-637.

Jin SG, Jiang Y, Qiu R, et al. 5-Hydroxymethylcytosine
is strongly depleted in human cancers but its levels do
not correlate with IDH1 mutations. Cancer Res 2011; 71:
7360-7365.

Liu C, Liu L, Chen X, et al. Decrease of 5-hydroxymethyl-
cytosine is associated with progression of hepatocellular



Tumor Biology

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

carcinoma through downregulation of TET1. PLoS ONE
2013; 8: €62828.

Wielscher M, Liou W, Pulverer W, et al. Cytosine 5-hydrox-
ymethylation of the LZTS1 gene is reduced in breast cancer.
Transl Oncol 2013; 6: 715-721.

Yang H, Liu Y, Bai F, et al. Tumor development is associ-
ated with decrease of TET gene expression and 5-methylcy-
tosine hydroxylation. Oncogene 2013; 32: 663—6609.

Kudo Y, Tateishi K, Yamamoto K, et al. Loss of 5-hydroxy-
methylcytosine is accompanied with malignant cellular
transformation. Cancer Sci 2012; 103: 670—676.

Navarro A, Yin P, Ono M, et al. 5-Hydroxymethylcytosine
promotes proliferation of human uterine leiomyoma: a
biological link to a new epigenetic modification in benign
tumors. J Clin Endocrinol Metab 2014; 99: E2437-E2445.
Ahsan S, Raabe EH, Haffner MC, et al. Increased 5-hydrox-
ymethylcytosine and decreased 5-methylcytosine are indi-
cators of global epigenetic dysregulation in diffuse intrinsic
pontine glioma. Acta Neuropathol Commun 2014; 2: 59.
Murata A, Baba Y, Ishimoto T, et al. TET family proteins
and 5-ydroxymethylcytosine in esophageal squamous cell
carcinoma. Oncotarget 2015; 6: 23372-23382.

Putiri EL, Tiedemann RL, Thompson JJ, et al. Distinct and
overlapping control of 5-methylcytosine and 5-hydroxym-
ethylcytosine by the TET proteins in human cancer cells.
Genome Biol 2014; 15: R81.

Tsai YP, Chen HF, Chen SY, et al. TET1 regulates hypoxia-
induced epithelial-mesenchymal transition by acting as a
co-activator. Genome Biol 2014; 15: 513.

Williams K, Christensen J, Pedersen MT, et al. TET1 and
hydroxymethylcytosine in transcription and DNA methyla-
tion fidelity. Nature 2011; 473: 343-348.

Lian H, Li WB and Jin WL. The emerging insights into cat-
alytic or non-catalytic roles of TET proteins in tumors and
neural development. Oncotarget 2016; 7: 64512—-64525.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

Deplus R, Delatte B, Schwinn MK, et al. TET2 and
TET3 regulate GlcNAcylation and H3K4 methylation
through OGT and SET1/COMPASS. EMBO J 2013; 32:
645-655.

Zhang P, Huang B, Xu X, et al. Ten-eleven translocation
(Tet) and thymine DNA glycosylase (TDG), components of
the demethylation pathway, are direct targets of miRNA-
29a. Biochem Biophys Res Commun 2013; 437: 368-373.
Song SJ, Poliseno L, Song MS, et al. MicroRNA-antagonism
regulates breast cancer stemness and metastasis via TET-
family-dependent chromatin remodeling. Cell 2013; 154:
311-324.

Fu X, Jin L, Wang X, et al. MicroRNA-26a targets ten
eleven translocation enzymes and is regulated during pan-
creatic cell differentiation. Proc Natl Acad Sci U S A 2013,
110: 17892-17897.

Cheng J, Guo S, Chen S, et al. An extensive network of
TET2-targeting MicroRNAs regulates malignant hemat-
opoiesis. Cell Rep 2013; 5: 471-481.

Loriot A, Van Tongelen A, Blanco J, et al. A novel cancer-
germline transcript carrying pro-metastatic miR-105 and
TET-targeting miR-767 induced by DNA hypomethylation
in tumors. Epigenetics 2014;9: 1163-1171.

Hiroki E, Akahira J, Suzuki F, et al. Changes in microRNA
expression levels correlate with clinicopathological features
and prognoses in endometrial serous adenocarcinomas.
Cancer Sci 2010; 101: 241-249.

Konno Y, Dong P, Xiong Y, et al. MicroRNA-101 targets
EZH2, MCL-1 and FOS to suppress proliferation, invasion
and stem cell-like phenotype of aggressive endometrial can-
cer cells. Oncotarget 2014; 5: 6049—-6062.

Li S, Hu R, Wang C, et al. miR-22 inhibits proliferation
and invasion in estrogen receptor o-positive endometrial
endometrioid carcinomas cells. Mol Med Rep 2014; 9:
2393-2399.



Zalacznik 2:
Publikacja 2 - Ciesielski, P., Jozwiak, P., Forma, E., & Krzeslak, A. (2021). TET3- and OGT-
Dependent Expression of Genes Involved in Epithelial-Mesenchymal Transition in

Endometrial Cancer. International journal of molecular sciences, 22(24), 13239.
https://doi.org/10.3390/ijms222413239



S International Journal of
Molecular Sciences

Article

TET3- and OGT-Dependent Expression of Genes Involved in
Epithelial-Mesenchymal Transition in Endometrial Cancer

Piotr Ciesielski, Pawel Jozwiak

check for

updates
Citation: Ciesielski, P,; J6zwiak, P.;
Forma, E.; Krzeslak, A. TET3- and
OGT-Dependent Expression of Genes
Involved in Epithelial-Mesenchymal
Transition in Endometrial Cancer. Int.
J. Mol. Sci. 2021, 22, 13239. https://
doi.org/10.3390/ijms222413239

Academic Editor: Laura Paleari

Received: 2 November 2021
Accepted: 3 December 2021
Published: 8 December 2021

Publisher’s Note: MDPI stays neutral
with regard to jurisdictional claims in
published maps and institutional affil-

iations.

Copyright: © 2021 by the authors.
Licensee MDPI, Basel, Switzerland.
This article is an open access article
distributed under the terms and
conditions of the Creative Commons
Attribution (CC BY) license (https://
creativecommons.org/licenses /by /
4.0/).

, Ewa Forma © and Anna Krzes$lak *

Department of Cytobiochemistry, Faculty of Biology and Environmental Protection, University of Lodz,
90-236 L.6dz, Poland; piotr.ciesielski@biol.uni.lodz.pl (P.C.); pawel jozwiak@biol.uni.lodz.pl (P].);
ewa.forma@biol.uni.lodz.pl (E.E.)

* Correspondence: anna.krzeslak@biol.uni.lodz.pl

Abstract: TET3 is a member of the TET (ten-eleven translocation) proteins family that catalyzes
the conversion of the 5-methylcytosine into 5-hydroxymethylcytosine. TET proteins can also affect
chromatin modifications and gene expression independently of their enzymatic activity via interac-
tions with other proteins. O-GlcNAc transferase (OGT), the enzyme responsible for modification
of proteins via binding of N-acetylglucosamine residues, is one of the proteins whose action may
be dependent on TET3. Here, we demonstrated that in endometrial cancer cells both TET3 and
OGT affected the expression of genes involved in epithelial to mesenchymal transition (EMT), i.e.,
FOXC1, TWIST1, and ZEB1. OGT overexpression was caused by an increase in TWIST1 and ZEB1
levels in HEC-1A and Ishikawa cells, which was associated with increased O-GlcNAcylation of
histone H2B and trimethylation of H3K4. The TET3 had the opposite effect on gene expressions
and histone modifications. OGT and TET3 differently affected FOXC1 expression and the migratory
potential of HEC-1A and Ishikawa cells. Analysis of gene expressions in cancer tissue samples
from endometrial cancer patients confirmed the association between OGT or TET3 and EMT genes.
Our results contribute to the knowledge of the role of the TET3/OGT relationship in the complex
mechanism supporting endometrial cancer progression.

Keywords: endometrial cancer; TET proteins; O-GlcNAc transferase; TWIST1; ZEB1; FOXC1; migra-
tion; invasion

1. Introduction

TET family proteins play a significant role in changing the pattern of DNA methylation
through participation in DNA demethylation. In humans, three TET proteins named TET1,
TET2, and TET3 have been identified. These proteins are iron(Il)- and 2-ketoglutarate-
dependent dioxygenases, which catalyze the conversion of the 5-methylcytosine (5-mC)
into 5-hydroxymethylcytosine (5-hmC) and further into 5-formylcytosine (5-fC) and 5-
carboxycytosine (5-caC), which initiates the process of DNA demethylation [1-3]. Besides
being involved in DNA demethylation, TET proteins can also affect the epigenetic modifi-
cations, regardless of their enzymatic activity by interacting with other proteins that are
involved in the modification of chromatin, for example, O-GlcNAc transferase (OGT) [4-6].
OGT is an enzyme responsible for the modification (O-GlcNAcylation) of cellular proteins
by linking the single N-acetylglucosamine moieties to serine or threonine residues by the
O-glycosidic bond. This dynamic modification affects the activity and stability of a great
number of proteins, including metabolic enzymes, kinases, phosphatases, transcription
factors, and many others. Increased expression of OGT and hyper-O-GlcNAcylation are
the hallmarks of many tumors [7-9]. It has been found that the O-GIcNAcylation may be
a part of histone code, and OGT modifies H2A, H2B, H3, and H4 histones [10]. Studies
using chromatin immunoprecipitation (ChIP-Seq) showed that TET1, TET2, TET3, and
OGT can colocalize in H3K4me3-rich sites of chromatin in promoters of transcriptionally
active genes [10,11].
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It is suggested that TET proteins play an essential role in the recruitment of OGT
to chromatin so that it can modify histones [4,5,12]. Chen et al. [4] demonstrated that in
murine embryonic stem cells (mESC), Tet2 protein is necessary for OGT to modify histone
H2B at serine 112 (H2BS112GIcNAc). Glycosylation of this serine residue facilitates the
further modification of histone H2B, the monoubiquitination of lysine 120 (H2BK120Ub).
Studies of Ito et al. [5] indicated that TET3 plays the main role in the recruitment of
O-GIcNAc transferase to chromatin and regulates its stability.

The epithelial to mesenchymal transition (EMT) is a biological process in which epithe-
lial cells experience profound changes in motility and their ability to invade surrounding
tissues [13]. Major players in the regulation of EMT are transcription factors, designated
as EMT-TFs, which include, among others, Zinc finger E-box-binding homeobox 1 and 2
(ZEB1 and ZEB2), and Twist-related protein 1 and 2 (TWIST1 and TWIST2). These factors
take part in a complex network that activates a specific molecular program aimed at re-
pressing epithelial markers (e.g., E-cadherin, CDH1) and activating mesenchymal markers
(e.g., vimentin, VIM) [13].

The pioneer factors, a special class of transcription factors that can associate with
compacted chromatin to facilitate the binding of additional transcription factors are also
involved in cancer progression. The function of pioneer factors was originally described
during development. More recently, they have been implicated, especially FOXA1, in
hormone-dependent cancers, such as estrogen receptor-positive breast cancer and androgen
receptor-positive prostate cancer [14]. The role of FOXA1 in human malignancy remains
incompletely defined, as both pro- and antitumorigenic functions have been uncovered.
FOXAL1 is strongly associated with metastatic disease in prostatic adenocarcinoma [15].
In breast cancer, high FOXA1 expression positively correlates with the outcome, but
the potential impact of its expression depends on the ER« status and tumor molecular
subtype [15]. The other important factor whose role in cancer development and progression
has begun to emerge is FOXC1 [16]. Although FOXC1 has not been formally confirmed
as a pioneer factor it seems probable it is one since it exhibits conservation of the critical
amino acids which confer pioneer activity in FOXA1. Overexpression of FOXC1 has been
reported in at least 16 types of cancer, often in association with a poor prognosis [16].

Here, we demonstrate that OGT and TET3 affect the expression of genes associated
with epithelial-mesenchymal transition via changes of histones modifications and the
ability of endometrial cancer cells for migration and invasion.

2. Results
2.1. Effect of OGT and TET3 on the Expression of Genes Involved in EMT

The impact of changes in OGT and TET3 amounts on the expression of genes involved
in epithelial-mesenchymal transition (FOXA1, FOXC1, TWIST, ZEB1) in endometrial cancer
cells has been analyzed. Expressions of TET3 and OGT were changed by treating HEC-1A
and Ishikawa cells with plasmid vectors or siRNA (Figure 1A-D). In endometrial cancer
cells with TET3 and OGT dysregulation, the expressions of FOXA1, FOXC1, TWIST, ZEB1
were analyzed and the results are shown for HEC-1A and Ishikawa cells in Figure 1E,F,
respectively. The expressions were analyzed in cells with unchanged OGT and TET3 (con-
trol), cells with overexpression of TET3 (pTET3), cells with overexpression OGT (pOGT),
and cells with overexpression both OGT and TET3 (pTET3/pOGT), and cells cotransfected
with pOGT and siTET3. Changes in expression of TET3 and OGT affected the expression
of FOXC1, TWIST1, and ZEB1 but did not significantly influence the expression of FOXAI.
Overexpression of TET3 and OGT caused decreased expression of FOXC1 in HEC1A cells
and increased expression of this gene in Ishikawa cells. TET3 and OGT seem to have the
opposite effect on TWIST1 expressions both in HEC1A and Ishikawa cells, i.e., TET3 causes
decreased expression and OGT causes increased expression. Expression of ZEB1 was af-
fected mostly by OGT, especially in Ishikawa cells. When TET3 and OGT were coexpressed,
the most interesting results were found for TWIST1. TET3 seems to counteract the TWIST1
expression increase caused by OGT. In the case of ZEBI, co-overexpression of OGT and
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TET3 give the same results as overexpression of OGT alone. To confirm the results of the
TET3 and OGT impact on these genes, we also analyzed the expression of genes in cells

treated with siRNAs specific for TET3 or OGT. The results are shown in Supplementary
Figure S1. These results support the findings from overexpression experiments.
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Figure 1. Gene expressions in cells with TET3 and OGT dysregulation. In HEC-1A and Ishikawa
cells, TET3 (A) and OGT (C) expression were decreased by transfection of cells with specific siRNA or
increased via transfection with plasmid DNA (B,D) respectively). The mRNA levels were analyzed
by real-time PCR methods (for details see Methods). The mRNA expression of FOXA1, FOXC1,
TWIST1, and ZEB1 were evaluated in HEC-1A (E) and Ishikawa (F) cells with increased expression
of TET3 (pTET3), OGT (pOGT), co-expression of OGT and TET3 (pOGT + pTET3), and increased
expression of OGT and reduced expression of TET3 (pOGT + siTET3). The expressions of genes in
each kind of sample were compared to appropriate controls, i.e., cells treated with empty vectors or
nonsilent siRNA duplexes in which expression was assumed to be 1. Data show mean + SE (n = 5),
*p <0.01, ** p <0.001, ** p < 0.0001.
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2.2. Amount and Localization of OGT in Endometrial Cancer Cells with TET3 Ouverexpression

It has been suggested that interactions between TET3 and OGT may impact the
stability and intracellular localization of OGT [5]. Thus, the impact of TET3 dysregulation
on the expression and localization of OGT in chromatin fraction in endometrial cells was
analyzed. In HEC-1A and Ishikawa cells treated with TET3 siRNA or plasmid DNA, the
OGT expression was analyzed. The mRNA and protein levels of OGT in cells with TET3
down- and up-regulation did not change (Figure 2A,B). TET3 overexpression did not affect
the localization of OGT as well. There was no difference in the global cytoplasmic and
nuclear amount of OGT between control cells and cells overexpressing TET3 (Figure 2C).
Control cells and cells treated with transcription vector were also fractionated to obtain
the chromatin fraction. The results showed enrichment of OGT in chromatin fraction, but
TET3 overexpression did not impact OGT localization in chromatin fraction (Figure 2D).
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Figure 2. OGT expression and localization in cells with TET3 deregulation. OGT expression was
analyzed at mRNA and protein levels in HEC-1A and Ishikawa cells with TET3 reduced (A) or
increased (B) expression using the real-time PCR method or Western blot method. (C,D) are the
results of OGT identification by Western blot method in cellular fractions in control cells and cells
with TET3 overexpression. CL—whole cell lysate; NF—nuclear fraction; CF—cytoplasmic fraction.
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2.3. Impact of TET3 and OGT on Each Other Binding to Chromatin and Histones Modifications

Since both TET3 and OGT deregulation had a significant impact on FOXC1, TWIST,
and ZEB1 expressions, the binding of TET3 and OGT proteins to chromatin associated with
these genes were analyzed. The results showed that both TET3 and OGT bound to chro-
matin in regions of EMT genes in HEC-1A and Ishikawa cells (Figure 3A,B, respectively).
Overexpression of TET3 or OGT in both cells caused increased and siRNA decreased
binding to chromatin compared to appropriate control cells. The effect of overexpression or
downregulation of OGT and TET3 on each other’s amounts in chromatin associated with
FOXC1, TWIST1, and ZEB1 was analyzed. In HEC-1A cells, the OGT changed significantly
the anti-TET3 antibody binding only in the case of ZEB1, but TET3 overexpression reduced
the anti-OGT antibody binding to chromatin in regions of all three genes. TET3 overexpres-
sion in Ishikawa cells was associated with increased binding of the anti-OGT antibody to
the region of FOXC1 and TWIST1.
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Figure 3. OGT and TET3 binding to chromatin in FOXC1, TWIST1, and ZEB1 regions. Chromatin immunoprecipitation
(ChIP) analysis was performed for HEC-1A (A) and Ishikawa (B) endometrial cancer cells treated with plasmid DNA or
siRNA with specific antibodies. Differential chromatin enrichment was quantified using real-time quantitative PCR. The
results were calculated as % input (% input = % input of specific antibodies probes—% input mock IgG) and are presented
as a log2fold change (Fold change = % input of treated cells sample/% input of control cells sample). Data show mean =+ SE,
(n=4)*p<0.01,** p <0.001, *** p < 0.0001.

The modifications of histones were analyzed in cells with overexpression of OGT or
TET3 (Figure 4). Generally, overexpression of OGT caused increased O-GlcNAcylation of
histone H2B and trimethylation of lysine 4 of histone H3 (Figure 4A,D). The only exception
was the FOXC1 region where methylation was decreased after OGT overexpression. The
overexpression of TET3 caused generally decreased O-GlcNAcylation and ubiquitination of
histone H2B and methylation of histone H3 in the case of all analyzed genes (Figure 4B,F).
However, there was also an exception. In Ishikawa cells overexpression of TET3 caused
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increased O-GlcNAcylation, methylation, and ubiquitination of histones in chromatin in
the FOXC1 region. Thus, OGT and TET3 had a similar effect on the methylation of H3K4 in
HEC-1A and Ishikawa cells. Increased methylation of H3K4 was associated with increased
expression of FOXCI.
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Figure 4. OGT and TET3 dysregulation affect histone modifications. The O-GlcNAcylation of serine
112 of histone H2B (H2BS112GlcNAc), ubiquitination of lysine 120 of histone H2B (H2BK120Ub),
and trimethylation of lysine 4 of histone H3 (H3K4me3) have been analyzed using the ChiP method
in cells with OGT (A,C,E) or TET3 (B,D,F) overexpression. Differential chromatin enrichment was
quantified using Real-time quantitative PCR. The results were calculated as % input (% input = %
input of specific antibodies probes—% input mock IgG) and are presented as a log2fold change (Fold
change = % input of treated cells sample/% input of control cells sample). Data show mean =+ SE,
(n=5)*p<0.01,* p <0.001.
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2.4. OGT and TET3 Affect Migration and Invasion of Endometrial Cancer Cells

Wound healing and Boyden chamber assays were conducted to evaluate the migration
and invasion capacity of endometrial cancer cells with overexpression of OGT and TET3
(Figure 5). Interestingly, the effect of TET3 and OGT overexpression was opposite in HEC-
1A and Ishikawa cells. In HEC-1A cells, the overexpression of TET3 and OGT caused
decreased migration and invasion. The migration potential of Ishikawa control cells was
very small, and it was slightly increased after OGT or TET3 expression. The results of
Boyden chamber assays showed that both migration and invasion of cells were significantly
increased after coexpression of OGT and TET3.
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Figure 5. Effect of OGT and TET3 on migration and invasion of cells. The wound-healing assay was
performed to examine the migration rate of HEC-1A (A) and Ishikawa cells (B) transduced with
OGT and TET3 plasmid vectors. Photographs were taken at 0, 24 h, and 48 h following the initial
scratch. Migration rates were quantified by measuring three different wound areas. Three separate
experiments were performed. Cell migration assays using Transwell chambers and invasion assays
using Transwell chambers with Matrigel were performed for HEC-1A (C) and Ishikawa cells (D).
Representative images of migrating cells stained with Giemsa are displayed (left) for HEC-1A (C) and
Ishikawa cells (D). Quantitative data of migration and invasion assay are expressed relative to the
migration and invasion abilities of control cells. Plots show average counts from three independent
testings * p < 0.01; ** p < 0.001; *** p < 0.0001.
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2.5. Correlations between Expression of EMT Genes and OGT or TET3 in Endometrial Cancer

To further investigate whether OGT and TET3 were associated with the expression
of EMT genes in endometrial cancer, we analyzed the correlations between these gene
expressions in 131 samples of endometrial cancer tissues using quantitative PCR. The
results showed a significant moderate correlation between OGT expression and TWIST1
(r=10.427) or ZEBI (r = 0.479) (Figure 6). There was also a weak correlation between TET3
and FOXCI (r = 0.229) and TWIST1 (r = 0.247) (Figure 6).
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Figure 6. Correlations between gene expressions in endometrial cancer samples. Expression levels of TET3, OGT, FOXC1,
TWIST1, and ZEB1 in samples of endometrial cancers were evaluated by real-time quantitative PCR analysis with the
HPRT1 gene applied as a reference. Spearman rank correlation analysis was performed to analyze the association of TET3
(A) or OGT (B) expression with FOXC1, TWIST1, and ZEB1. The correlations were considered significant when p < 0.05.

3. Discussion

Most earlier studies of TET proteins focused on their ability to facilitate DNA demethy-
lation through the production of 5-hmC. It has only recently been recognized that TET
proteins can also affect chromatin modifications and gene expressions independently of
their enzymatic activity. It is suggested that individual TET proteins via interactions with
other proteins may indirectly change the expressions of specific genes [17]. Moreover, the
individual TET proteins may have a different impact on cancer onset and progression.
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TET1 decreased expression and low 5-hmC levels are frequently observed in many different
types of cancers, including gastric, prostate, liver, lung, and breast cancer as well as glioblas-
toma and melanoma [18]. The TET2 gene is subjected to frequent somatic mutations in an
extensive range of hematopoietic cancers, including myeloid and lymphoid cancers and
several solid cancers [19]. In contrast to decreased expression of TET1/2 in cancers, it was
found that TET3 expression was upregulated in ovarian cancer, and its high expression was
correlated with poor clinicopathological features [20]. Our previous studies showed that
TET1 and TET2 messenger RNA expression was lower and TET3 expression was higher
in endometrial cancers compared to normal tissues [21]. A positive correlation between
5-hmC and the relative expression of TET1 and TET2 was found, but no correlation was
observed in the case of TET3 [21]. Thus, the role of TET3 in endometrial cancer seems to be
different than TET1 or TET2, and this protein may be involved in modifications of histones
by targeting other proteins to chromatin. It has been suggested that O-GIcNAc transferase
is one of the TET3 partners [5].

In this study, we analyzed the impact of TET3 and OGT on migration and invasion of
endometrial cancer cells via regulation of EMT genes expression. Our results show that
both TET3 and OGT affect cell migration and invasion of endometrial cancer cells; however,
unexpectedly, their effects are different in HEC-1A and Ishikawa cells. Ishikawa cells are
well-differentiated and their migratory potential is low. TET3 and OGT overexpression
caused an increase in the migratory potential of Ishikawa cells, which was especially seen
when both proteins were coexpressed. Increased expression of TET3 and OGT caused a sig-
nificant increase of FOXC1 expression. Interestingly, increased expression of TET3 caused
increased binding of OGT to chromatin in the region of FOXCI and increased histone H2B
O-GlcNAcylation and H3K4 trimethylation. This may suggest that TET3 plays a role in the
targeting of OGT to chromatin in Ishikawa cells. Although our results did not show general
enrichment of OGT in chromatin fraction after TET3 overexpression, that did not exclude
the possibility that TET3 is involved in the targeting of OGT to specific chromatin sites.
HEC-1A cells, contrary to Ishikawa, showed decreased migratory potential after TET3 and
OGT overexpression. Interestingly, in these cells, FOXC1 expression was decreased after
TET3 or OGT overexpression. We cannot explain the reason for different TET and OGT
impacts on FOXC1 in the two cell lines. Both cell types represent type I endometrial cancer.
Traditionally, endometrial cancer has been divided into two subtypes with distinct clinical,
pathological, histological, and molecular behavior. Type I endometrial carcinomas account
for 85% of all endometrial cancers, and they are mainly low grade, estrogen-dependent,
hormone-receptor-positive adenocarcinomas with endometrioid morphology [22]. How-
ever, despite many similarities, these two types of cells differ in many ways. For example,
Ishikawa cells do not express PTEN, and HEC-1A cells are PTEN-wild-type. On the other
hand, Ishikawa cells expressed all estrogen receptors, and HEC-1A cells lack expression
of ESR1. Ishikawa cells form more estradiol from estrone than HEC-1A cells [23]. The
relationship between ER o and the expression of EMT genes is well established for breast
cancer [24]. Thus, we think that the different molecular background lies behind the differ-
ent effects of TET3 and OGT on FOXCI. Future studies are necessary to identify all TET
and OGT partners involved in FOXC1 regulation. Although the impact of TET3 and OGT
on FOXC1 expression in HEC-1A and Ishikawa are opposite, it seems that endometrial
cell migration and invasion are correlated with this factor expression. Several studies have
linked FOXCT1 activity to the aggressive phenotype in cancer cells, especially in basal-like
breast cancer and hepatocellular carcinoma [25]. Although studies of FOXC1 in endome-
trial cancer are not advanced, it is suggested that FOXCI may be a potential oncogene
also in endometrial carcinoma [25]. In endometrial cancer, the downregulation of FOXC1
by miRNA—specifically miRNA 204 and miRNA 495—caused inhibition of cancer cell
growth and migration [26,27]. The results of our research seem to confirm the significance
of FOXC1 in the aggressive phenotype of endometrial cancer cells. However, the analysis
of mRNA expression of FOXC1 in endometrial cancer tissues did not show any association
of FOXC1 expression with clinicopathological characteristics (Supplemental Figure S2).
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The findings of this study suggest that OGT and TET have the opposite effect on
TWIST1 and ZEBI1 expressions and histone modifications, both in HEC-1A and Ishikawa
cells. OGT increases of O-GlcNAcylation of H45112 and methylation of H3K4 in the
ZEBI1 region, which results in the increased expression of ZEB1. On the contrary, TET3
overexpression was associated with decreased O-GIcNAcylation and methylation. OGT
overexpression also significantly increased H3K4 methylation and expression of TWIST1,
while TET3 reduced both methylation and expression. However, the migratory potential
of HEC-1A cells was not correlated with the increased expression of ZEB1 or TWIST1.
The previous studies of Feng et al. [28] showed that ZEB1 was related to the metastasis
of endometrial cancer. ZEB1 expression was significantly associated with subtype, grade,
myometrial invasion, and lymph node metastases in endometrial cancer [28]. Similarly,
Shen et al. [29] also showed significantly higher TWIST1 expression in patients with type
I endometrial cancer compared to normal endometrium, and aberrant TWIST1 expres-
sion was significantly associated with clinical parameters, indicating poor prognosis and
shorter patient survival. However, Sadlecki et al. [30] did not find significant associations
between the clinicopathological characteristics of endometrial cancer patients and the
expressions of TWIST1, TWIST2, ZEB1, and SNAIL. Our results also did not show any
correlation between TWIST1 expression and clinicopathological parameters and ZEB1
expression was even lower in more advanced cancers compared to less aggressive cancers
(Supplementary Figures S3 and S4).

Thus, the function of EMT inducers in endometrial cancers needs further explanation.
The expression and function of EMT inducers may vary considerably across different
cancer types or even cell types depending on the molecular context [31]. For example,
TWIST1 was found to promote metastasis in the breast cancer model but was shown to be
dispensable for metastasis in a pancreatic cancer model. Sometimes, factors may have even
opposite effects in different tumors. ZEB2 is associated with metastasis in ovarian, gastric
and pancreatic tumors but reduces aggressiveness in melanoma [31].

In conclusion, our results showed that both TET3 and OGT are involved in the regula-
tion of FOXC1, TWIST1, and ZEB1 in endometrial cancer and affect cancer cell migration
and invasion. These results contribute to the knowledge of the complex mechanism sup-
porting endometrial cancer progression; however, further studies are needed to elucidate
the significance of particular EMT inducers in endometrial cancer progression.

4. Materials and Methods
4.1. Patients and Tissue Samples

Samples of endometrial cancer were obtained from 131 patients who underwent
surgery in the Department of Gynecological Oncology Copernicus Memorial Hospital
(L6dz, Poland). Tissue samples after tumor resection were immediately placed in RNAlater
(Ambion®, Carlsbad, CA, USA). Samples were subsequently stored at —80 °C until RNA
and DNA extraction. All cancer samples were characterized in terms of tumor stage
according to the International Federation of Gynecology and Obstetrics (FIGO) criteria,
histological grade, and type, according to WHO classification, and the ability of cancer
cells to metastasize to lymph nodes. The investigations were approved by the Bioethical
Commissions of the University of Lodz (6/KBBN-UL/III/2014).

4.2. Cell Culture and Treatment

Endometrial cancer cell line HEC-1A was obtained from the American Type Culture
Collection (Manassas, VA, USA) and Ishikawa cells were obtained from the European
Collection of Authenticated Cell Cultures (Wiltshire, UK). Cells were cultured in DMEM:
F12 media (Lonza, Basel, Switzerland) containing 10% (HEC-1A) or 5% (Ishikawa) (v/v)
FBS at 37 °C and 5% CO,.

Overexpression of TET3 and OGT was established by transfection of FH-TET3-pEF
(#49446, Addgene, Watertown, MA, USA) or pCMV6-OGT-myc (#RC224481, OriGene,
Rockville, MD, USA) into cells with Lipofectamine™2000 (Invitrogen™, ThermoFisher
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Scientific, Grand Island, NY, USA). For controls, empty vectors were used. Knockdown ex-
periments were performed using Silencer Select siRNA (ID: s47238 ID: s16093) (Ambion®,
Carlsbad, CA, USA). To knockdown TET3 or OGT siRNA targeting both genes were
complexed to Lipofectamine RNAIMAX (Invitrogen™, ThermoFisher Scientific, Grand
Island, NY, USA) following the manufacturer’s specifications. The siRNAs were used
at a concentration of 30 nM. Cotransfection was performed with Lipofectamine™ 2000
(InvitrogenTM, ThermoFisher Scientific, Grand Island, NY, USA). Similar to single transfec-
tion in co-transfection experiments, the concentration of siRNA was 30 nM and the ratio of
DNA to Lipofectamine was 1:2. The effect was analyzed 24 h after transfection.

4.3. RNA Isolation and RT-PCR

Total RNA from cancer tissue samples was isolated using Trizol® Reagent (Sigma
Aldrich, Saint Louis, MO, USA) and from cells using the ExtractMe Total RNA Kit (Blirt,
Gdansk, Poland) according to the manufacturer’s instructions. First-strand cDNAs were
obtained by reverse transcription of 2 pg of total RNA using High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) following the manufac-
turer’s protocol. Real-time amplification of the cDNA was performed using TagMan®
Gene Expression Assay (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) according to the
manufacturer’s instructions. The fluorogenic, FAM-labeled probes, and the sequence-
specific primers for TET3, OGT, FOXA1, FOXC1, TWIST1, and ZEB1, and the internal
control HPRT1 were obtained as inventoried assays: Hs00379125_m1, Hs01023894_m1,
Hs00559473_s1, Hs01379963_m1, Hs01379963_m1, and Hs02800695_m1 (Applied Biosys-
tems, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA). PCR reactions were carried out using
the Mastercycler ep realplex (Eppendorf, Hamburg, Germany). The equation 10002 ~A¢t
was applied to calculate the expression of studied genes in tissue samples, where ACt = Ct
of the target gene — Ct the reference gene (HPRT1). Results are expressed as a number
of target gene mRNA copies per 1000 copies of HPRT1 mRNA. Fold differences in genes
expression in cells normalized to HPRT1 levels were calculated using the formula 244,

4.4. Isolation of Cytoplasmic, Nucleoplasmic, and Chromatin Fractions

Cytoplasmic, nucleoplasmic, and chromatin fractions were prepared from a pellet of
cultured cells according to Yu et al. [32]. Cells were resuspended in lysing buffer (10 mM
HEPES (ang. (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid)) pH 7.4, 10 mM KCl,
0.05% Triton X-100). After centrifugation at 14,000 rpm (4C), 10 min supernatant containing
cytoplasmic proteins was moved to new Eppendorf probes and pellet containing nuclear
proteins after washing with lysing buffer was resuspended in a low salt buffer (10 mM
TrisHCI pH 7.4, 0.2 mM MgCl,, 1% Triton X100). After centrifugation at 14,000 rpm for
10 min, supernatant containing nucleoplasmic proteins was moved to new Eppendorf
probes and pellet with chromatin proteins was resuspended in 0.2 M HCI. Supernatant
obtained after centrifugation contained chromatin proteins.

4.5. Chromatin Immunoprecipitation

Chromatin immunoprecipitation (ChIP) analysis was performed for HEC-1A and
Ishikawa endometrial cancer cells treated with plasmid DNA or siRNA. Following treat-
ment, cells were cross-linked for 10 min with formaldehyde at room temperature; the
cross-linking was stopped by adding glycine at a final concentration of 125 mM. Cells
were washed and lysed in lysing buffer (10 mM HEPES, 85 mM KCL, 0.5% Triton X-100,
1 mM PMSF). After centrifugation (700 rpm, 4 °C, 2 min), nuclei in pellet were resuspended
in high salt buffer and sonicated on ice using Vibra Cell TM model VCX-130 (Sonics &
Materials Inc. Newtown, CT, USA). The chromatin fragments were then immunoprecipi-
tated with specific antibodies. The following antibodies were used: anti-OGT (#5368; Cell
Signaling Technology), anti-TET3 [C3] C-term (GTX121453, GeneTex Irvine, CA, USA), anti-
Histone H2B (glcnac 5112) (ab130951; Abcam, Cambridge, UK), anti-Ubiquityl-Histone
H2B (Lys120) (D11) XP® (#5546, Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA), and
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anti-Tri-Methyl-Histone H3 (Lys4) (C42D8) (#9751, Cell Signaling Technology, Danvers,
MA, USA). A control immunoprecipitation using IgG was set up in parallel to distinguish
nonspecific precipitation. The anti-Normal Rabbit IgG (#2729, Cell Signaling Technology,
Danvers, MA, USA) antibody was used. Protein A/G Plus agarose beads were used
to bind protein—antibody complexes. Differential chromatin enrichment was quantified
using real-time quantitative PCR. The primer pairs were: for FOXC1 forward ATGGC-
GATTTGATTACAGAC and reverse ATTACTGCTTAAGTGTTGCC, for TWIST1 forward
CTAGATGTCATTGTTTCCAGAG and reverse CCCTGTTTCTTTGAATTTGG, for ZEB1
forward AAAGATGATGAATGCGAGTC and reverse TCCATTTTCATCATGACCAC. The
results were calculated as % input (% input = % input of specific antibodies probes — %
input mock IgG) and are presented as a fold change (FC = % input of treated cells sample/%
input of control cells sample).

4.6. Western Blotting

Endometrial cancer cells were lysed in a RIPA buffer (50 mM Tris HCI pH 8, 150 mM
NaCl, 1% Nonidet P-40, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1% SDS, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF).
Concentrations of protein were determined using the Lowry method. Proteins of the
cell lysates were resolved by 8% SDS-PAGE and transferred to Immobilon P membranes.
The blots were incubated for two hours at room temperature with the following primary
antibodies: anti-OGT (#5368) (diluted 1:2000, Cell Signaling Technology, Danvers, MA,
USA), anti-lamin A /C (sc-376248) (diluted 1:2000; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX,
USA), anti-Histone H3 (ab1791) (diluted 1:2500; Abcam), and anti-3-actin (sc-4778) (diluted
1:5000; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA). After washing with TBST (Tris buffered
saline with Tween-20), immunoblots were incubated 1h at room temperature with goat
anti-mouse or anti-rabbit secondary antibodies conjugated with horseradish peroxidase
(diluted 1:5000, Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA).

4.7. Migration/Invasion Assay

The Transwell assay was performed to assess the rate of migration or invasion of
HEC-1A and Ishikawa cells after treatment. Cell culture inserts Millicell™ (polyethylene
terephthalate PET membranes with 8 pm pores) (Merck Millipore, Burlington, MA, USA)
were used. Cells were plated in serum-free medium 24 h after treatment and placed in
the upper chamber. The lower chamber was filled with serum-containing medium. Cells
were cultured for 24 h. After that, cells in the upper chamber were removed, and migrated
cells at the bottom of the inserts were fixed in 4% paraformaldehyde and stained with
Giemsa. In case of invasion, assay chambers were coated with Matrigel® Matrix Basement
Membrane (Corning, New York, NY, USA).

4.8. Statistical Analysis

Differences between the expression levels of genes among the studied tissue sample
groups were analyzed using the nonparametric Kruskal-Wallis test with the post-hoc Dunn
test. Correlations between different gene expressions were analyzed using the Spearman
test. The Student’s paired t-test was used to compare the differences between treated and
control cells. A p-value < 0.05 was considered to indicate a statistically significant difference.

Supplementary Materials: The following are available online at https:/ /www.mdpi.com/article/
10.3390/1jms222413239/5s1.
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Figure S1. Expression of genes in HEC-1A and Ishikawa cells with TET3 or OGT
downregulation . The mRNA levels were analyzed by Real time PCR method. The expression
of genes in each kind of samples were compared to controls, i.e. cells treated with non-silent



siRNA duplexes in which expression was assumed to be 1. Data show mean + SE(n=5),
*p<0.01, **p<0.001

Table S1. Characteristics of patients and endometrial cancer samples

Characteristic Number of patients
Patients age (63.54+10.16) 131
FIGO stage

I 87
Il 15
1] 25
v 4
Histological grade

G1 29
G2 81
G3 21
Lymph node metastasis

Yes 112
No 19
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Figure S2. Expression of FOXC1 mean mRNA measured by real-time PCR in endometrial cancer
samples; a comparison between subgroups with different FIGO stage, , histological differentiation
grade, and lymph node metastasis status. The results are shown as number of each FOXC1 mRNA
copies per 1000 copies of HPRT1 mRNA (reference gene). Graphs represent mean + SEM. The
number of cases in each group is shown in Table S1
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Figure S3. Expression of TWIST1 mean mRNA measured by real-time PCR in endometrial cancer
samples; a comparison between subgroups with different FIGO stage, , histological differentiation
grade, and lymph node metastasis status. The results are shown as number of each TWIST1 mRNA
copies per 1000 copies of HPRT1 mRNA (reference gene). Graphs represent mean + SEM. The
number of cases in each group is shown in Table S1
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Figure S4. Expression of ZEB1 mean mRNA measured by real-time PCR in endometrial cancer
samples; a comparison between subgroups with different FIGO stage, histological differentiation
grade, and lymph node metastasis status. The results are shown as number of each ZEB1 mRNA
copies per 1000 copies of HPRT1 mRNA (reference gene). Graphs represent mean + SEM. The
number of cases in each group is shown in Table S1.
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Figure D1. Poziom 5-hydroksymetylocytozyny (5-hmC %) w probkach raka endometrium;
porownanie podgrup o r6znym stopniu zaawansowania wg FIGO (A), stopniu zréZnicowania
histologicznego (B) 1 statusie przerzutow do weziow chtonnych (C). Wykresy przedstawiaja
$rednig = SEM.
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Figure D2. Poziom 5-metylocytozyny (5-mC %) w probkach raka endometrium; poréwnanie
podgrup o rdéznym stopniu zaawansowania wg FIGO (A), stopniu zroéznicowania
histologicznego (B) i statusie przerzutow do weztow chtonnych (C). Wykresy przedstawiaja
srednig + SEM.
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Figure D3. Korelacja pomiedzy ekspresja genow TET a poziomem 5-metylocytozyny
(5-mC %). W celu analizy zwiazku ekspresji TET1, TET2 i TET3 z poziomem 5-hmC w
probkach raka endometrium przeprowadzono analiz¢ korelacji rang Spearmana.
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Figure D4. Ekspresja mRNA OGT mierzona metodg real-time PCR w probkach raka
endometrium; poréwnanie podgrup o réznym stopniu zaawansowania wg FIGO (A), stopniu
zréznicowania histologicznego (B) 1 statusie przerzutow do weztow chtonnych (C). Wyniki
przedstawiono jako liczb¢ kopii mRNA OGT na 1000 kopii mRNA HPRT]1 (gen referencyjny).
Wykresy przedstawiaja srednig + SEM.
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Figure D5. Ekspresja mMRNA OGA mierzona metoda real-time PCR w probkach raka
endometrium; poréwnanie podgrup o roznym stopniu zaawansowania wg FIGO (A), stopniu
zréznicowania histologicznego (B) 1 statusie przerzutow do weztow chionnych (C). Wyniki
przedstawiono jako liczbe kopii mRNA OGA na 1000 kopii mMRNA HPRT1 (gen referencyjny).
Wykresy przedstawiaja srednig £ SEM.



g 1500090 S 20000-
< . <
X : . X
o
w LY w
© . s 15000- o
@ 10000- 7 s .
$ $ -1 .
o 2 10000 e
(7] 0 .
s >
g 50004 g
£ £ 5000
o o
2 2
2 0- = A '
| Il H+1v G1 G2
&
3 15000 56
O [ ] @
w °®
©
‘@ 10000- o
(]
S
o
7]
4
(1)
©  5000-
{ =
ke
o
fo)]
N
2 0-

NIE TAK

Figure D6. Ekspresja mMRNA FOXAL mierzona metodg real-time PCR w probkach raka
endometrium; poréwnanie podgrup o réznym stopniu zaawansowania wg FIGO (A), stopniu
zréznicowania histologicznego (B) 1 statusie przerzutow do weztow chtonnych (C). Wyniki
przedstawiono jako liczbe kopii mRNA FOXAL1 na 1000 kopii mRNA HPRT1 (gen
referencyjny). Wykresy przedstawiaja Srednig + SEM.
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tédz, 17.05.2024
Mgr Piotr Ciesielski

Katedra Cytobiochemii, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytet £odzki

OSWIADCZENIE

Oswiadczam, ze w pracy Ciesielski P, Joiwiak P, Woéjcik-Krowiranda K, Forma E, Cwondat,
Szczepaniec S, Bierikiewicz A, Brys M, Krzedlak A. Differential expression of ten-eleven
translocation genesin endometrial cancers. Tumor Biol. 2017 39(3):1010428317695017. doi:
10.1177/1010428317695017 moj udziat polegat na zaplanowaniu i przeprowadzeniu
eksperymentéw, opracowaniu wynikéw, analizie statystycznej otrzymanych wynikow,
przygotowaniu rysunkéw i przygotowaniu manuskryptu. Oswiadczam, ze mdj wktad w
powstanie wyzej wymienionej publikacji wynosi 52%.
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tédz, 17.05.2024

Dr Ewa Forma

Katedra Cytobiochemii, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytet todzki

OSWIADCZENIE

Oéwiadczam, ze w pracy Ciesielski P, J6iwiak P, Wéjcik-Krowiranda K, Forma E, Cwondart,
Szczepaniec S, Bierikiewicz A, Bry$§ M, Krzeslak A. Differential expression of ten-eleven
translocation genesin endometrial cancers. Tumor Biol. 2017 39(3):1010428317695017. doi:
10.1177/1010428317695017 mdj udzial polegat na pomocy w przeprowadzeniu
eksperymentéw polegajgcych na analizie ekspresji gendw w badanych probach oraz analizie
uzyskanych wynikéw polegajacych na sprawdzeniu poziomu 5-mC i 5-hmC w DNA
wyizolowanym z badanych preparatéw. Oswiadczam, ze méj wktad w powstanie wyzej
wymienionej publikacji wynosi 6%.
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tddz, 17.05.2024

Dr hab. Anna Krzeslak, prof. Ut

Katedra Cytobiochemii, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytet todzki v

OSWIADCZENIE

Oéwiadczam, ze w pracy Ciesielski P, Jézwiak P, Wéjcik-Krowiranda K, Forma E, Cwondart,
Szczepaniec S, Bienkiewicz A, Bry$ M, Krzeslak A. Differential expression of ten-eleven
translocation genesin endometrial cancers. Tumor Biol. 2017 39(3):1010428317695017. doi:
10.1177/1010428317695017 mdj udziat polegat na pomocy w zaplanowaniu eksperymentow,
w analizie uzyskanych wynikéw oraz w przygotowaniu i ostatecznym wystaniu manuskryptu.
Oswiadczam, ze méj wktad w powstanie wyzej wymienionej publikacji wynosi 12%.




todz, 17.05.2024

Prof. Dr hab. Magdalena Brys$ »

Katedra Cytobiochemii, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytet £édzki

OSWIADCZENIE

Oéwiadczam, ze w pracy Ciesielski P, J6zwiak P, Wéjcik-Krowiranda K, Forma E, Cwondat,
Szczepaniec S, Bierkiewicz A, Brys M, Krzedlak A. Differential expression of ten-eleven
translocation genesin endometrial cancers. Tumor Biol. 2017 39(3):1010428317695017. doi:
10.1177/1010428317695017 m¢j udziat polegat na analizie statystycznej uzyskanych wynikow
w celu okreélenia korelacji ekspresji genu TET1 na przezywalno$¢ pacjentek z nowotworem
endometrium. Oéwiadczam, ze méj wktad w powstanie wyzej wymienionej publikacji wynosi
5%.



todz, 12. 04.2023

Dr n. med. tukasz Cwonda

Il Oddziat Kliniczny Ginekologii Onkologicznej
Uniwersytet Medyczny w todzi

OSWIADCZENIE

Oswiadczam, ze w pracy Ciesielski P, J6Zwiak P, Wéjcik-Krowiranda K, Forma E, Cwonda t, Szczepaniec
S, Bierikiewicz A, Bry$ M, Krzeslak A. Differential expression of ten-eleven translocation genes in
endometrial cancers. Tumour Biol. 2017 39(3):1010428317695017. doi:
10.1177/1010428317695017. m6j udziat polegat na zebraniu i opracowaniu charakterystyki materiatu
klinicznego oraz krytycznym zrecenzowaniu manuskryptu. O$wiadczam, ze méj wkiad w powstanie
wyzej wymienionej publikacji wynosi 3 %.
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Podpis



t4di, 30. 03.2023

Prof. dr hab. n. med. Andrzej Bierikiewicz

Il Katedra Ginekologii i Potoznictwa
Uniwersytet Medyczny w todzi

Oddziat Kliniczny Ginekologii Onkologicznej
Szpital im. M. Kopernika w todzi

OSWIADCZENIE

Oswiadczam, ze w pracy Ciesielski P, J6zwiak P, Wéjcik-Krowiranda K, Forma E, Cwonda &, Szczepaniec
S, Bierlkiewicz A, Brys M, Krzeslak A. Differential expression of ten-eleven translocation genes in
endometrial cancers. Tumour Biol. 2017 39(3):1010428317695017. doi:
10.1177/1010428317695017. mdj udziat polegat na pobraniu i opisaniu materiatu klinicznego od
pacjentéw oraz krytycznym zrecenzowaniu manuskryptu. Oswiadczam, ze méj wkfad w powstanie
wyzej wymienionej publikacji wynosi 5 %.
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tédz, 30. 03.2023

Dr n. med. Katarzyna Wéjcik-Krowiranda

Il Katedra Ginekologii i Potoznictwa
Uniwersytet Medyczny w todzi

Oddziat Kliniczny Ginekologii Onkologicznej
Szpital im. M. Kopernika w todzi

OSWIADCZENIE

Oswiadczam, ze w pracy Ciesielski P, J6iwiak P, Wéjcik-Krowiranda K, Forma E, Cwonda t, Szczepaniec
S, Bierikiewicz A, Brys M, Krzeélak A. Differential expression of ten-eleven translocation genes in
endometrial cancers. Tumour Biol. 2017 39(3):1010428317695017. doi:
10.1177/1010428317695017. m¢éj udziat polegat na pobraniu i opisaniu materiatu klinicznego od
pacjentéw. Oéwiadczam, ze méj wkiad w powstanie wyzej wymienionej publikacji wynosi 5 %.
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tédz, 12. 04.2023

Dr n. med. Sylwia Szczepaniec

Il Oddziat Kliniczny Ginekologii On kologicznej
Uniwersytet Medyczny w todzi

OSWIADCZENIE

Oswiadczam, ze w pracy Ciesielski P, Jéiwiak P, Wojcik-Krowiranda K, Forma E, Cwonda ¢,
Szczepaniec S, Bierikiewicz A, Bry$ M, Krzedlak A. Differential expression of ten-eleven
translocation genes in endometrial cancers. Tumour Biol. 2017 39(3):1010428317695017. doi:
10.1177/1010428317695017. mdj udziat polegat na opracowaniu charakterystyki materiatu
klinicznego. O$wiadczam, ze méj wktad w powstanie wyzej wymienionej publikacji wynosi 2 %.




tédz, 17.05.2024

Dr Pawet Jozwiak

Katedra Cytobiochemii, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytet todzki

OSWIADCZENIE

Oéwiadczam, ze w pracy Ciesielski P, J6zwiak P, Wéjcik-Krowiranda K, Forma E, Cwondat,
Szczepaniec S, Bierkiewicz A, Brys M, Krzedlak A. Differential expression of ten-eleven
translocation genesin endometrial cancers. Tumor Biol. 2017 39(3):1010428317695017. doi:
10.1177/1010428317695017 mdj udziat polegat na pomocy w przygotowaniu preparatow do
péiniejszych eksperymentéw oraz pomocy merytorycznej podczas wykonywanych
eksperymentéw. Oswiadczam, ze mdj wkiad w powstanie wyzej wymienione]j publikacji

wynosi 10%.



t6dz, 17.05.2024
Mgr Piotr Ciesielski

Katedra Cytobiochemii, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytet todzki P

OSWIADCZENIE

Oswiadczam, e w pracy Ciesielski P, Jéiwiak P, Forma E, Krzeélak A. TET3- and OGT-
Dependent Expression of Genes Involved in Epithelial-Mesenchymal Transition in
Endometrial Cancer. Int J Mol Sci. 2021 Dec 8;22(24):13239. doi: 10.3390/ijms222413239
moj udziat polegat na zaplanowaniu i przeprowadzeniu eksperymentéw, opracowaniu
wynikéw, analizie statystycznej otrzymanych wynikéw, przygotowaniu rysunkéw i
przygotowaniu manuskryptu. Oswiadczam, ze moj wktad w powstanie wyzej wymienionej
publikacji wynosi 65%.




todz, 17.05.2024

Dr Ewa Forma

Katedra Cytobiochemii, Wydgziat Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytet todzki

OSWIADCZENIE

Oswiadczam, ze w pracy Ciesielski P, Jéiwiak P, Forma E, Krzeslak A. TET3- and OGT-
Dependent Expression of Genes Involved in Epithelial-Mesenchymal Transition in
Endometrial Cancer. Int J Mol Sci. 2021 Dec 8;22(24):13239. doi: 10.3390/ijms222413239
maj udziat polegat na pomocy w przeprowadzeniu eksperymentéw polegajacych na okresleniu
ekspresji genéw w badanych prébach oraz analizie uzyskanych wynikow. Oswiadczam, ze moj
wktad w powstanie wyzej wymienionej publikacji wynosi 5%.
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Dr hab. Anna Krzeslak, prof. Ut

Katedra Cytobiochemii, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytet £odzki

OSWIADCZENIE

Oéwiadczam, ze w pracy Ciesielski P, J6zwiak P, Forma E, Krzeslak A. TET3- and OGT-
Dependent Expression of Genes Involved in Epithelial-Mesenchymal Transition in
Endometrial Cancer. Int J Mol Sci. 2021 Dec 8;22(24):13239. doi: 10.3390/ijms222413239
mdéj udziat polegat na pomocy w zaplanowaniu eksperymentéw, w analizie uzyskanych
wynikéw oraz w przygotowaniu i ostatecznym wystaniu manuskryptu. Oswiadczam, ze moj
wktad w powstanie wyzej wymienionej publikacji wynosi 20%.




todz, 17.05.2024

Dr Pawet Jozwiak

Katedra Cytobiochemii, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytet todzki

OSWIADCZENIE

Os$wiadczam, ze w pracy Ciesielski P, J6zwiak P, Forma E, Krze$lak A. TET3- and OGT-
Dependent Expression of Genes Involved in Epithelial-Mesenchymal Transition in
Endometrial Cancer. Int J Mol Sci. 2021 Dec 8;22(24):13239. doi: 10.3390/ijms222413239
moj udziat polegat na pomocy w przygotowaniu preparatéw do pdzniejszych eksperymentow
oraz pomocy merytorycznej podczas wykonywanych eksperymentdw. O$wiadczam, ze moj
wkfad w powstanie wyzej wymienionej publikacji wynosi 10%.
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